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(57) Abstract 



The invention relates to a nucleic acid molecule comprising a nucleic acid sequence coding for a hemocyanin, a hemocyanin domain or 
a fragment having the immunological properties of at least one hemocyanin domain. The invention also relates to constructs containing the 
nucleic acid molecule and possibly a promoter suitable for controlling expression. According to a preferred embodiment the constmct also 
contains a nucleic acid sequence coding for an antigen. The invention also relates to host cells containing the above nucleic acid molecules 
and/or constructs, to the recombinant expression of the nucleic acid molecules and/or constructs in the host cells, as well as to hemocyanin, 
a hemocyanin domain, a fragment having the immunological properties of at least one hemocyanin domain and hemocyanin fusion proteins 
which are coded for by the nucleic acid molecules and/or constructs. TTie invention also relates to pharmaceutical preparations containing 
the nucleic acid molecules and/or hemocyanin, a hemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion protein, and to liposomes containing 
the nucleic acid molecules and/or hemocyanin, a hemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion protein. Finally the invention relates 
to antibodies which can be obtained by immunization of an experimental animal with the hemocyanin, a hemocyanin domain, a fragment 
thereof or a fusion protein, as well to their use in screening methods for identifying tumors. 



(57) Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsauremolekul, umfassend eine fiir ein HSmocyanin, eine Hamocyanin-Domane oder ein 
Fragment mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin kodierende Nukieinsauresequenz. Weiterhin 
betrifft die Erfindung Konstnikte, die das Nukleinsauremolekiil und gegebenenfalls einen zur Expressionskontrolle geeigneten Promotor 
enthalten. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt das Konstrukt femer eine fur ein Antigen kodierende Nukieinsauresequenz. Die 
Erfindung betrifft ausserdem Wirtszellen, die diese Nukleinsauremolekiile und/oder Konstrukte enthalten. Die Erfindung betrifft femer die 
rekombinante Expression der Nukleinsauremolekiile und/oder Konstrukte in den Wirtszellen. Weiterhin betrifft die Erfindung Hamocyanin, 
eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin und 
Hamocyanin-Fusionsproteine, die von den Nukleinsauremolekiilen und/oder Konstmkten kodiert werden. Die Erfindung betrifft weiterhin 
pharmazeutische Zusammensetzungen, die die Nukleinsauremolekiile und/oder Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment 
davon oder ein Fusionsprotein, enthalten. Weiterhin betrifft die Erfindung Liposomen. die die Nukleinsauremolekiile und/oder Hamocyanin, 
eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment davon oder ein Fusionsprotein, enthalten. Femer betrifft die Erfindung Antikdrper, die durch 
Immunisieren eines Versuchstieres mit dem Hamocyanin, einer Hamocyanin-Domane, einem Fragment davon oder einem Fusionsprotein, 
erhaltlich sind, und deren Verwendung in Screening- Verfahren zum Identifizieren von Tumoren. 
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Nukleinsauremolekul, umfassend eine fur eln 
Hamocyanin kodierende Nukleinsauresequenz 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsauremolekul, umfassend eine fur ein Ha- 
mocyanin, eine Hamocyanin-Domane Oder ein Fragment mit den immunoiogischen Ei- 
genscliaften wenigstens einer Dom^ne von Hamocyanin kodierende Nukleinsaurese- 
quenz, diese umfassende Konstrukte. die Nukleinsauresequenzen Oder die Konstrukte 
umfassende Wirtszelien, Verfahren zum Herstellen von Hamocyanin-Polypeptiden und 
rekombinante Hcimocyanin-Polypeptide. 

Hamocyanin ist ein blaues Kupferprotein, das frei gel6st im Blut zahlreicher Mollusken 
und Arthropoden auftritt und den Sauerstoff transportiert. Von den Mollusken enthalten 
die Cephaiopoden, Chitonen, die meisten Gastropoden sowie einige Bivalvia Hamocya- 
nin. Hamocyanin ist bei den Arthropoden typisch fiir Arachniden, Xiphosuren, maiako- 
strake Crustaceen und Scutigera. Zahlreiche Insektenarten weisen Proteine auf, die sich 
von Hamocyanin ableiten. Hamocyanine liegen extrazellular vor und flottieren in der 
Hamolymphe. 

Wahrend das Arthropoden-Hamocyanin bei elektronenmikroskopischer Untersuchung 
einen Durchmesser von maximal 25 nm hat und eine Untereinheit ein Molekulargewicht 
von 75.000 Da aufweist, sind Molluskencyanine viel grdlSer. So hat z.B. das Hamocya- 
nin von Megathura einen Durchmesser von 35 nm und ist aus 2 Untereinheiten zusam- 
mengesetzt. Jede Untereinheit hat ein Molekulargewicht von ca. 400.000 Da und ist in 
acht sauerstoffbindende Domanen aufgeteiit, die jeweils ein Molekulargewicht von ca. 
50.000 Da haben. Die Domanen unterscheiden sich immunoiogisch. Diese Domanen 
konnen durch limitierte Proteoiyse aus der Untereinheit freigesetzt werden. 

Das im Elektronenmikroskop sichtbare Hamocyanin der Gastropoden hat ein Molekular- 
gewicht von ca. 8 Mio. Da und ist ein Di-Dekamer. Im Gegensatz hierzu ist das Ha- 
mocyanin der Cephaiopoden als isoliertes Dekamer angeordnet, das sich auch in der 
Quartarstruktur deutlich vom Hamocyanin der Gastropoden unterscheidet. 
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Von besonderem immunologischen Interesse ist das Hamocyanin der kalifomischen 
Schlussellochschnecke Megathura crenulata, einer „Keyhole Limpet". Das Hamocyanin 
wird deshalb auch als Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) bezeichnet Hamocyanine 
sind sehr starke Antigene. Die Immunisiemng eines Vertebraten fuhrt zu einer bisher 
wenig verstandenen, unspezifischen Aktivierung des Immunsystems. Durch die allge- 
meine Aktivierung des Immunsystems ist es dann moglich, auch eine Immunreaktion 
gegenuber anderen. bisher tolerierten Fremdstrukturen zu erreichen. KLH wird vor allem 
als Hapten-Trager verwendet, um so die Bildung von Antikorpem gegen das Hapten zu 
erreichen. 

Neben Megathura crenulata gehort auch das Seeohr Haliotis tuberculata zur im Hinbiick 
auf die Evolution relativ alten Gruppe der Archaegastropoda. Es ist bekannt, dad auch 
Haliotis Hamocyanin produziert. 

KLH ist ein Gemisch aus zwei unterschiedlichen Hamocyaninen, die als KLH1 und KLH2 
bezeichnet werden. Die Untereinheit des KLH1 ist ein 390 kDa Polypeptide das aus acht 
globuiaren Domanen besteht, die entsprechend ihrer Reihenfolge in der Untereinheit mit 
1 a bis 1 h bezeichnet werden. KLH2 hingegen weist ein Molekuiargewicht von 350 kDa 
auf und enthalt nach neuesten Daten ebenfalls 8 Domanen, die als 2 a bis 2 h bezeich- 
net werden. In vivo bildet jede Art von Untereinheit Homo-Oligomere, wohingegen He- 
tero-Oligomere nicht beobachtet wurden. 

Durch limitierte Proteolyse und gekreuzte Immunelektrophorese der Untereinheit von 
KLH1 und KLH2 wurden amino-, interne und carboxy-terminale Domanen erhalten, de- 
ren amino-temninale Sequenz bestimmt wurde (Sohngen et ai., Eur. J. Biochem. 248 
(1997), 602-614; Gebauer et al., Zoology 98(1994), 51-68), Die erhaltenen Sequenzen 
erlauben jedoch nicht den Entwurf sequenzspezifischer Primer und/oder Sonden, die fur 
eine Hybridisierung mit genomischer DNA Erfolg versprechen. Obwohl beide KLH- 
Typen seit 1991 bzw. 1994 bekannt sind, konnte daher bisher keine Primarstruktur auf- 
geklart werden. 

Auf DNA-Ebene ist bisher in bezug auf Mollusken nur die cDNA-Sequenz der Hamocy- 
anin-Untereinheit aus dem Cephalopoden Octopus dofleini bekannt (Miller et al., J. MoL 
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Biol. 278 (1998), 827-842). Octopus dofleini \st phylogenetisch von den Archaegastro- 
poden sehr weit entfemt. Eine Hamocyanin-Gensequenz aus Mollusken ist bisher uber- 
haupt nicht bekannt. 

Wie von Miller et al. supra, beschrieben, ist es sowohl schwierig, eine einzige funktio- 
nelle Domane (Funktionelle Einheit = Domane; auch Junktionelle Domane" genannt) zu 
isolieren als auch Gewebe zu erhalten, das zur Aufreinigung von mRNA fur die cDNA- 
Sequenzierung geeignet ist. 

Bei der Analyse des Hamocyanins aus Megathura crenulata besteht eine weitere 
Schwierigkeit darin, daft die Versuchstiere ein Alter von 4 bis 8 Jahren erreicht Inaben 
mussen, um ihnen erstmals Hamolymphe entnehmen zu konnen. Nach Entnahme der 
Hamolymphe wird Hamocyanin bei diesen Tieren nicht nachproduziert, Bisher ist nicht 
bekannt. wie die Hamocyaninsynthese stimuliert werden konnte. Daruber hinaus ist die 
Zucht von Megathura auRerst aufwendig. da hierfur spezielle Stromungsbecken erfor- 
derlich sind. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Mittel und Wege bereitzustellen, 
um Hamocyanin und/oder Domanen davon in ausreichender Menge und kostengunstig 
produzieren zu konnen. Dies umfalit die weitere Aufgabe, ein Verfahren anzugeben, mit 
dem dieses Hamocyanin hergestellt werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafS gelost durch ein Nukleinsaure-Molekul. umfas- 
send eine fur ein Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane Oder ein funktionelles Frag- 
ment davon mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines 
Hamocyanins kodierende Nukleinsauresequenz, wobei die Nukieinsauresequenz aus- 
gewahlt ist aus 

(a) Nukleinsauresequenzen, die aus der Gruppe der nachfolgend angegebenen DNA- 
Sequenzen bzw. der ihnen entsprechenden RNA-Sequenzen ausgewahit sind Oder 
diese enthalten; 

SEQ ID NO:1 (HtH1 Domane a + Signalpeptid), 
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SEQ ID NO:2 (HtH1 Domane b). 

SEQ ID NO:3 (HtH1 Domane c). 

SEQ ID NO:4 (HtHI Domane d). 

SEQ ID NO:5 (HtHI DomSne e). 

SEQ ID NO:6 (HtHI DomSne f). 

SEQ ID NO:7 (HtHI Domane g). 

SEQ ID NO: 8 (HtHI Domane h). 

SEQ ID NO:9 (partielle HtH2 Domane b), 

SEQ ID NO: 10 (HtH2 Domane c), 

SEQ ID NO:1 1 (HtH2 Domane d), 

SEQ ID NO: 12 (HtH2 Domane e), 

SEQ ID NO: 13 (HtH2 DomSne f). 

SEQ ID NO: 14 (HtH2 Domane g). 

SEQ ID NO: 15 (HtH2 DomSne h). 

SEQ ID NO: 16 (partielle KLH1 DomSne b). 

SEQ ID NO: 17 (KLH1 Domane c). 

SEQ ID NO: 18 (KLH1 Domane d), 

SEQ ID NO: 19 (partielle KLH1 Domane e). 

SEQ ID NO:20 (KLH2 Domane b), 

SEQ ID NO:21 (KLH2 Domane c), 

SEQ ID NO:22 (partielle KLH2 Domane d). 

SEQ ID NO:23 (KLH2 DomSne g). 

SEQ ID NO:24 (partielle KLH2 Domane h), 

SEQ ID NO:49 (HtH1 Domane a' + SIgnalpeptid). 

SEQ ID NO:50 (partielle HtH2 Domane a), 

SEQ ID NO:51 (HtH2 Domane b'), 

SEQ ID NO:52 (HtH2 Domane d'). 

SEQ ID NO:53 (HtH2 Domane e'), 

SEQ ID NO:54 (KLH1 Domane e'), 

SEQ ID NO:55 (KLH1 Domane f). 

SEQ ID NO:56 (KLH1 DomSne g). 

SEQ ID NO:57 (KLH2 Domane b"). 

SEQ ID NO:58 (KLH2 Domane c'), 
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SEQ ID NO:59 
SEQ ID NO:60 
SEQ ID NO:61 
SEQ ID NO:62 
SEQ ID NO:80 
SEQ ID NO:81 
SEQ ID NO:82 
SEQ ID NO:83 
SEQ ID NO:84 
SEQ ID NO:85 
SEQ ID NO:86 
SEQ ID NO:87 
SEQ ID NO:88 
SEQ ID NO:89 
SEQ ID NO:90 
SEQ ID NO:91 
SEQ ID NO:92 
SEQ ID NO:93 
SEQ ID NO:94 
SEQ ID NO:95 
SEQ ID NO:96 
SEQ ID NO:97 
SEQ ID NO:98 
SEQ ID NO:99 



KLH2 Domane d'). 

KLH2 Domane e), 

KLH2 Domane f). 

KLH2 Domane g'), 

Htm Domane a" + Signalpeptid). 

HtH1 Domane b"), 

HtH1 Domane c"). 

HtH1 Domane d"). 

HtH1 Domane e"), 

HtHI Domane f), 

HtH1 Domane g"). 

HtH1 Domane h"), 

partielle HtH2 Domane a"). 

HtH2 Domane b") 

HtH2 Domane c"), 

HtH2 Domane d"). 

HtH2 Domane e"), 

HtH2 Domane f '), 

HtH2 Domane g"). 

HtH2 Domane h"). 

partielle KLH1 Domane b"), 

KLH1 Domane c"). 

KLH1 Domane d"). 



KLH1 Domane e"). 
SEQ ID NOrlOO (KLH1 Domane f). 
SEQ ID NO:101 (KLH1 Domane g"), 
SEQ ID NO: 102 (KLH2 Domane b"). 
SEQ ID NO: 103 (KLH2 Domane c"). 
SEQ ID NO: 104 (KLH2 Domane d"). 
SEQ ID NO: 105 (KLH2 Domane e"), 
SEQ ID NO: 106 (KLH2 Domane f), 
SEQ ID NO:107 (KLH2 Domane g"), 
SEQ ID NO: 108 (partielle KLH2 Domane h"). 
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(b) Nukleinsauresequenzen, die mit dem Gegenstrang einer Nukleinsauresequenz 
nach (a) hybridisieren und fur ein Polypeptid kodieren, das die immunologischen Ei- 
genschaften wenigstens einer Domane eines Hamocyanins aufweist; 

(c) Nukleinsauresequenzen, die aufgrund des genetischen Codes zu den unter (a) und 
(b) definierten DNA-Sequenzen degeneriert sind und fur ein Polypeptid kodieren, 
das die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocy- 
anins aufweist; 

(d) Nukleinsauresequenzen, die mit einer der unter (a) bis (c) angegebenen Nuklein- 
sauresequenzen hybridisieren und deren Gegenstrang fur ein Polypeptid kodiert, 
das die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocy- 
anins aufweist; 

(e) Nukleinsauresequenzen, die wenigstens 60 % homolog zu einer der unter (a) ange- 
gebenen Nukleinsauresequenzen sind; 

(f) Varianten der unter (a) bis (e) angegebenen Sequenzen, wobei die Varianten Addi- 
tionen, Deletionen, Insertionen Oder Inversionen aufweisen und fur ein Polypeptid 
kodieren, das die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von 
Hamocyanin aufweist; und 

(g) Kombinationen mehrerer der unter (a) bis (f) angegebenen DNA-Sequenzen. 

Im nachfolgenden werden einige Begriffe naher eriautert, urn klarzusteilen, wie sie im 
Zusammenhang der vorliegenden Anmeldung verstanden werden sollen. 

Der Begriff "Hamocyanin", so, wie er nachfolgend in der Beschreibung verwendet wird, 
umfaRt vollstandiges Hamocyanin, Hamocyanin-Domanen und/oder Fragmente, Ha- 
mocyanin-Mutanten und Fusionsproteine. In bezug auf die Fusionsproteine sind insbe- 
sondere solche umfa(it, bei denen die Fusion Hamocyanin und Antigene umfafit. 
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Unter „Domanen" werden funktionelle Teilsequenzen der Hamocyanin-Untereinheiten 
verstanden, die beispielsweise durch (imitierte Proteolyse voneinander abgetrennt wer- 
den konnen. Weiterhin konnen sie unterschiedliche immunologische Eigenschaften 
aufweisen. 

Mit den Jmmunoiogischen Eigenschaften wenigstens einer Donnane von Hamocyanin" 
ist die Eigenschaft eines Polypeptids gemeint, in gleicher Weise wie wenigstens eine 
Domane von Hamocyanin eine immunoiogische Antwort des Empfangers zu induzieren, 
der mit dem Polypeptid immunisiert wird. Unter Jmmunologischer AntworT werden hier 
T- und/oder B-Zell-Antworten gegen Hamocyanin-Epitope verstanden, wie beispielswei- 
se eine Antikorperproduktion. Die immunologische Reaktion kann beispielsweise beob- 
achtet werden durch Immunisieren eines Saugers, wie z.B. einer Maus, einer Ratte oder 
eines Kaninchens mit dem entsprechenden Polypeptid und Vergleich der Immunantwort 
auf das zur Immunisierung venA^endete Polypeptid mit der Immunantwort auf naturliche 
Hamocyanine. 

Der Begriff "Antigen" umfaGt erfindungsgemas sowohl Haptene, als auch schwache und 
Starke Antigene. Haptene sind dadurch charakterisiert, dafi sie Substanzen niedriger 
Moiekulmasse (kleiner als 4000 Da) sind, jedoch ohne Kopplung an ein Tragermolekui 
nicht in der Lage sind, eine immunologische Reaktion auszulosen. Schwache Antigene 
sind Substanzen, die selbst bereits eine immunologische Reaktion auslosen konnen, 
deren Potential, eine immunologische Reaktion auslosen zu konnen, durch Kopplung 
mit einem Trager-Moiekul auf Protein- und/oder DNA-Ebene, noch erhoht werden kann. 

"His-Tag" bedeutet eine Sequenz von wenigstens 6 Histidin-Aminosauren, die durch 
entsprechende Klonierung und Fusion mit einer exprimierbaren Sequenz zu einem Fu- 
sionsprotein mit wenigstens 6 His-Resten am NH2-Terminus fuhrt, das leicht durch 
Komplexierung mit einer Ni^*-Saule aufgereinigt werden kann. 

"Kloniemng" soli alle im Stand der Technik bekannten Klonierungsmethoden umfassen, 
die hierzum Einsatz kommen konnten, die jedoch nicht alle im einzelnen beschrieben 
werden, weil sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fachmanns gehoren. 
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„Varianten" einer Nukleinsaure umfassen Additionen, Deletionen, Insertionen Oder In- 
versionen und kodieren fur ein Polypeptid, das die immunologischen Eigenschaften we- 
nigstens einer Domane von Hamocyanin aufweist. Varianten kdnnen kunstlich Oder na- 
turlich sain. Ein Beispiel fur naturliche Varianten stellen allelische Varianten dar. 

Unter "rekombinanter Expression in einer geeigneten Wirtszelle" sollen alle im Stand der 
Technik bekannten Expressionsmethoden in bekannten Expressionssystemen verstan- 
den werden, die hier zum Einsatz kommen konnten, jedoch nicht alle im einzelnen be- 
schrieben werden, well sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fachmanns 
gehoren. 

Die im erfindungsgemaRen Nukleinsauremolekul enthaltene Nukleinsauresequenz kann 
genomische DNA, cDNA Oder synthetische DNA sein. wobei unter synthetischen DNA- 
Sequenzen auch solclie verstanden werden, die modifizierte Internukleosid-Bindungen 
enthalten. Waiter kann es sich bei den Nukleinsauresequenzen urn RNA-Sequenzen 
handeln. was z.B. fur die Expression mittels rekombinanter Vektorsysteme erforderlich 
sein kann. Die Nukleinsauresequenzen gemafS (b) sind beispielsweise erhaltlich durch 
Verwenden einer nachweisbar markierten Sonde, die einer der unter (a) angegebenen 
Sequenzen Oder einem Fragment bzw. deren Gegenstrang entspricht, zum Screening 
von cDNA-/genomischen DNA-Bibliotheken aus Mollusken Oder Arthropoden. Die der 
cDNA-Bibliothek zugrundeliegende mRNA ist vorzugsweise aus Mollusken-Geweben zu 
erhalten, die Hamocyanin besonders stark exprimieren, wie z.B. Mantel-Gewebe aus 
Gastropoden und Branchialdrusengewebe aus Cephalopoden. 

Die Identifizierung positiver cDNA-/genomischer DNA-Klone erfoigt gemaB Standard- 
verfahren. Vgl. Maniatis et al., Molecular Cloning (1989) Cold Spring Harbor Laboratory 
Press. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die unter (b) Oder (d) angegebene Hybridi- 
sierung unter stringenten Bedingungen durchgefuhrt. Stringente Hybridisierungsbedin- 
gungen sind z.B. 68*C uber Nacht in 0,5 x SSC; 1% Blockierungsreagenz (Boehringer 
Mannheim); 0,1 % Natriumlaurylsarcosinat und nachfolgendem Waschen mit 2 x SSC; 
0,1 %SDS. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Nukleinsauresequenzen bereitgestellt, 
die wenigstens 60 % homoiog zu einer der unter (a) angegebenen Nukleinsaurese- 
quenzen sind. Bevorzugt sind die Nukleinsauresequenzen wenigstens 80% homoiog zu 
einer der unter (a) angegebenen Nukleinsauresequenzen, Besonders bevorzuft sind die 
Nukleinsauresequenzen wenigstens 90 % homoiog zu einer der unter (a) angegebenen 
Nukleinsauresequenzen. Insbesondere sind die Nukleinsauresequenzen wenigstens 
95% homoiog zu einer der unter (a) angegebenen Nukleinsauresequenzen. 

Erfindungsgemaft bedeutet der Ausdruck „Homologie" Homologie auf DNA-Ebene, die 
gemaB bekannter Verfahren. z.B. der computergestutzten Sequenzvergleiche (Basic lo- 
cal alignment search tool, S.F. Altschul et al., J, MoL Biol. 215 (1990), 403-410) be- 
stimmt werden kann. 

Der dem Fachmann bekannte Ausdruck „Homologie" bezeichnet den Grad der Verwandt- 
schaft zwischen zwei Oder mehr Nukleinsauremolekulen, der durch die Ubereinstimmung 
zwischen den Sequenzen bestimmt wird. Der Prozentsatz der „Homologie" ergibt sich aus 
dem Prozentsatz identischer Bereiche in zwei Oder mehr Sequenzen unter Berucksichtigung 
von Lucken Oder anderen Sequenzbesondeitieiten. 

Die Homologie miteinander venvandter Nukleinsauremolekule kann mit Hilfe bekannter 
Verfahren bestimmt werden. In der Regel werden spezielle Computerprogramme mit den 
besonderen Anforderungen Rechnung tragenden Algorithmen eingesetzt. 

Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Homologie erzeugen zunachst die groSte Uber- 
einstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur Bestimmung 
der Homologie zwischen zwei Sequenzen umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, 
das GCG Programmpaket, einschlieSlich GAP (Devereux, J., et al.. Nucleic Acids Research 
12 (12): 387 (1984); Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, (Wl)); 
BLASTP, BLASTN und FASTA (Altschul. S. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)). Das 
BLASTX Programm kann vom National Centre for Biotechnology Information (NCBI) und aus 
weiteren Quellen bezogen werden (BLAST Handbuch, Altschul S., et al., NCB NLM NIH 
Bethesda MD 20894; Altschul, S., et al.. J. MoL Biol. 215:403^410 (1990)). Auch der be- 
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kannte Smith Waterman-Aigorithmus kann zur Bestimmung von Homologien verwendet 
werden. 

Bevorzugte Parameter fur den Nukleinsauresequenz-Vergleich umfassen die nachstehen- 
den: 



Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametem geeignet. 
Die vorstehenden Parameter sind die Fehler-Parameter (default parameters) fur Nukleinsau- 
resequenz-Vergleiche. 

Weitere beispielhafte Algorithmen, Lucken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), Luk- 
kenausdehnungs-Werte (gap extension penalties). Vergleichsmatrizen einschliefilich der im 
Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket. Version 9, September 1997, genannten konnen 
verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufuhrenden Vergieich abhangen und 
weiterhin davon. ob der Vergieich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP oder Best Fit be- 
vorzugt sind, Oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz-Datenbank, 
wobei FASTA Oder BLAST bevorzugt sind, durchgefuhrt wird. 

Eine mit dem oben genannten Algorithmus ermittelte Ubereinstimmung von 60 % wird im 
Rahmen dieser Anmeldung als 60 % Homologie bezeichnet. Entsprechendes gilt fur hohere 
Homologiegrade. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemSfie DNA-Sequenz eine 
Kombination mehrerer der unter (a) bis (f) angegebenen DNA-Sequenzen. die durch 
dem Fachmann bekannte Fusion und gegebenenfalls Klonieaing erhalten werden kon- 
nen. Diese Kombination sind von besonderem Interesse. da sie besonders immunogen 



Algorithmus: 
Vergleichsmatrix: 



Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48:443-453 (1970) 
Ubereinstimmung (matches) = + 10 
Nichtubereinstimmung (mismatch) = 0 



Lucken-Wert (Gap Penalty): 

Luckenlangen-Wert: 
(Gap Length Penalty): 



50 
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sind. Insbesondere sind Kombinationen bevorzugt, die mehrere Oder alle Domanen in 
der in der Untereinheit naturlicherweise vorkomnnenden Reihenfolge (a bis h) aufweisen, 
Besonders bevorzugt sind dabei Ausfulinjngsformen, in denen die fur die Domanen ko- 
dierenden Nukieinsauresequenzen direkt im Raster aneinandergekoppelt sind. 

Weitertiin werden Konstrukte bereitgestellt, die die erfindungsgemaaen Nukleinsaure- 
molekule umfassen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfadt das erfindungsge- 
ma(ie Konstrukt einen zur Expression geeigneten Promotor, wobei die Nukleinsaurese- 
quenz unter der Kontrolle des Promotors steht. Die Wahl des Promotors hangt vom zur 
Expression verwendeten Expressionssystem ab. Generell sind konstitutive Promotoren 
bevorzugt, jedoch sind auch induzierbare Promotoren wie z.B. der Metallothionein- 
Promotor moglich. 

In einer weiterhin bevorzugten Ausfuhrungsform umfafJt das Konstrukt femer eine Anti- 
gen-kodierende Nukleinsauresequenz, die direkt mit der erfindungsgemalien Hamocya- 
nin-Nukleinsaure verbunden ist. Die Antigen-kodierende Sequenz kann sowohl 5' als 
auch 3* relativ zur Hamocyanin-Sequenz Oder auch an beiden Enden gelegen sein. Sie 
schlieSt im gleichen Leseraster entweder unmitteibar an die HSmocyanin-Sequenz an 
Oder ist durch einen Nukleinsaure-Linker unter Wahrung des Leserasters mit ihr ver- 
bunden. Durch die Fusion der Antigen-kodierenden Sequenz mit der Hamocyanin- 
Sequenz ist die Bildung eines Fusionsproteins beabsichtigt, in dem die Antigen- 
kodierende Sequenz kovalent mit der Hamocyanin-Sequenz verbunden ist. Das erfin- 
dungsgemaiie Antigen ist hierbei ein medizinisch relevantes Antigen, das beispielsweise 
ausgewShIt ist aus: Tumorantigenen, Virusantigenen und Antigenen bakterieller Oder 
parasitarer Pathogene. Tumorantigene konnen hierbei beispielsweise Rb und p53 sein. 
Vorzugsweise stammen die Virusantigene aus immunologisch relevanten Viren, wie z.B. 
Influenza-Virus, Hepatitis-Virus und HIV. Pathogenantigene sind unter anderem solche 
aus Saugerpathogenen, insbesondere humanpathogenen Organismen, wie z.B. Plas- 
modium. Bakterielle Antigene konnen z.B. von Klebsiella, Pseudomonas, E, coll, Vibrio 
cholerae, Clilamydia, Streptococcen Oder Stapliylococcen stammen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfaRt das Konstrukt femer wenigstens 
ein Teil eines Vektors, insbesondere regulatorische Regionen, wobei der Vektor ausge- 
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wahit ist aus : Bacteriophagen wie X-Derivaten, Adenoviren, Vacciniaviren, Baculoviren, 
SV40-Viren und Retroviren, vorzugsweise MoMuLV (Moloney Murine Leukemia Virus). 

Femer ist ein Konstrukt bevorzugt, das zusatzlich eine His-Tag-kodierende DNA- 
Sequenz umfalSt. die bei Expression des Konstrukts zur Bildung eines Fusionsproteins 
mit einem His-Tag am NH2-Terminus des Hamocyanins fuhrt, welches die Aufreinigung 
des Proteins an einer Nickel-Saule durch Chelat-Bildung erleichtert. 

Femer stellt die Erfindung Wirtszellen bereit, die das Konstrukt enthalten und die zur 
Expression des Konstruktes geeignet sind. Im Stand derTechnik sind zahlreiche proka- 
ryontische und eukaryontische Expressionssysteme bekannt, wobei die Wirtszellen bei- 
spielsweise ausgewahit sind aus prokaryontischen Zellen wie E. coli Oder B. subtilis, aus 
eukaryontischen Zellen wie Hefezellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen und Saugerzel- 
len. z.B. CHO-Zellen, COS-Zellen Oder HeLa-Zellen, sowie Derivaten davon. Im Stand 
der Technik sind beispielsweise bestimmte CHO-Produktionslinien bekannt. deren Gly- 
kosylierungsmuster Im Vergleich zu CHO-Zellen verSndert sind. Die durch die Verwen- 
dung Glykosylierungs-defizienter Oder Glykosylierungs-verringerter Wirtszellen erhalte- 
nen Hamocyanine verfugen moglicherweise uber zusatzliche Epitope, die bei vollstandi- 
ger Glykosylierung ansonsten dem Immunsystem des Empfangers nicht zugSnglich 
sind, so dad Hamocyanine mit verringerter Glykosylierung unter Umstanden eine er- 
hohte Immunogenizitat aufweisen. Aus mit dem erfindungsgemalien Konstrukt trans- 
formierten Pflanzenzellen konnen transgene Pflanzen Oder Pflanzenzellkulturen herge- 
stellt werden, die Hamocyanin-Polypeptide produzieren. beispielsweise Tabak-. Kartof- 
fel-. Tomaten-. Zuckenaiben- Sojabohnen-, Kaffee-, Erbsen-, Bohnen-. Raps-, Baum- 
woll-, Reis- Oder Maispflanzen bzw. -pflanzenzellkulturen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiter ein Verfahren zum Herstellen eines 
Hamocyanin-Polypeptids. Dazu wird das erfindungsgemade Nukleinsauremolekiil 
und/oder das Konstrukt in einer geeigneten Wirtszelle exprimiert und das Protein aus 
der Wirtszelle Oder dem Medium mittels ubiicher Verfahren isoliert. 

Dem Fachmann sind zahlreiche Verfahren zur Expression von DNA-Sequenzen be- 
kannt; vergleiche Recombinant Gene Expression Protocols in Methods in Molecular 
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Biology, Band 62, Humana Press Totowa New Jersey (1995). Die Expression kann so- 
wohl konstitutiv ais auch induzierbar sein, wobei Induktoren wie beispielsweise IPTG und 
Zr?^ dem Fachmann bekannt sind. Das hergestellte Hamocyanins kann, falls ein His- 
Tag an den NH2-Terminus des Hamocyanin fusioniert wurde, durch Chelat-Bildung an 
einer Nickel-Saule aufgereinigt werden. Verfahren zum Aufreinigen von Hamocyanin, 
insbesondere KLH, finden sich in Harris et al., Micron 26 (1995), 201-212. Vorzugsweise 
wird das Hamocyanin durch lonenaustausch-Chromatographie und/oder Gelfiltrations- 
chromatographie aufgereinigt. Die Durciifuhrung dieser MaRnahmen ist dem Fachmann 
bekannt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das erfindungsgemSR hergestellte 
Hamocyanin modifiziert. Die Modifikationen umfassen hierbei die Di- Oligo- und Poly- 
merisierung des monomeren Ausgangsprodukts beispielsweise durch Quervernetzung, 
z.B. durch Dicyclohexylcarbodiimid Oder Pegylierung Oder Assoziation (self assembly). 
Die somit hergestellten Di-, Oligo- und Polymere konnen voneinander durch Gelfiltration 
abgetrennt werden. Insbesondere beabsichtigt ist die Bildung von Dekameren. Dideka- 
meren Oder Multi-Dekameren. Weitere Modifikationen umfassen Seitenketten- 
Modifikationen, beispielsweise von e-Amino-Lysin-Resten des Hamocyanins, Oder Ami- 
no- bzw. Carboxy-terminale Modifikationen. Besonders bevorzugt ist die Modifikation 
des Hamocyanins durch kovalente Bindung an ein Antigen, wobei das Antigen stochio- 
metrisch Oder nicht-stochiometrisch mit dem Hamocyanin umgesetzt sein kann. Das An- 
tigen ist vorzugsweise ausgewShIt aus Tumorantigenen, Virusantigenen und Pathoge- 
nenantigenen wie oben ausgefuhrt. Weitere Modifikationen umfassen posttranslationale 
Ereignisse, z.B. die Glykosylierung Oder die partielie Oder vollstandige Deglykosylierung 
des Proteins. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das erhaltene Hamocyanin bei rekombinanter 
Expression in Prokaryonten Oder Glykosylierungs-defizienten Eukaryonten nicht- 
glykosyliert. Ebenfalls in Betracht gezogen wird erfindungsgemalS Hamocyanin, das 
durch rekombinante Expression In zur Glykosylierung fahigen Eukaryonten wie Hefe- 
zellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen Oder Saugerzellen, wie CHO-Zellen Oder HeLa- 
Zellen. glykosyliert ist. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform werden Hamocyanin-Polypeptide zur Verfugung ge- 
stellt, die eine Aminosauresequenz umfassen, wobei die Aminosauresequenz von einer 
Oder mehreren der erfindungsgemalien Nukleinsauremolekule kodiert wird. 

Bevorzugt werden Hamocyanin-Polypeptide zur Verfugung gestellt, die wenigstens eine 
aus der folgenden Gmppe ausgewahlte Aminosauresequenz umfassen: 

SEQ ID NO:25 (HtH1 Domane a + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:26 (HtH1 DomSne b). 

SEQ ID NO:27 (HtH1 DomSne c). 

SEQ ID NO:28 (HtH1 DomSne d). 

SEQ ID NO:29 (HtH1 Domane e). 

SEQ ID NO:30 (HtH1 Domane f). 

SEQ ID NO:31 (HtH1 Domane g). 

SEQ ID NO:32 (HtH1 Domane h). 

SEQ ID NO:33 (partielle HtH2 Domane b). 

SEQ ID NO:34 (HtH2 Domane c). 

SEQ ID NO:35 (HtH2 DomSne d). 

SEQ ID NO:36 (HtH2 Domane e). 

SEQ ID NO:37 (HtH2 Domane f). 

SEQ ID NO:38 (HtH2 Domane g). 

SEQ ID NO:39 (HtH2 Domane h). 

SEQ ID NO:40 (partielle KLH1 Domane b). 

SEQ ID N0:41 (KLH1 Domane c). 

SEQ ID NO:42 (partielle KLH1 Domane d). 

SEQ ID NO:43 (partielle KLH1 Domane e). 

SEQ ID NO:44 (KLH2 Domane b), 

SEQ ID NO;45 (KLH2 Domane c). 

SEQ ID NO:46 (partielle KLH2 Domane d), 

SEQ ID NO:47 (KLH2 Doman g), 

SEQ ID NO:48 (partielle KLH2 Domane h). 

SEQ ID NO:63 (HtH1 Domane a' + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:64 (HtH1 Domane h'). 
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SEQ 


ID 


NO:65 


(partielle HtH2 Domane a) 


SEQ 


ID 


NO:66 


(HtH2 Domane b'), 


SEQ 


ID 


NO:67 


(HtH2 Domane d"). 


SEQ 


ID 


NO:68 


(HtH2 Domane e'). 


SEQ 


ID 


NO:69 


(partielle KLH1 Domane b"). 


SEQ 


ID 


NO:70 


(KLH1 Domane e'), 


SEQ 


ID 


N0:71 


(KLH1 Domane f). 


SEQ 


ID 


NO:72 


(KLH1 Domane g), 


SEQ 


ID 


NO:73 


(KLH1 Domane h), 


SEQ 


ID 


NO:74 


(KLH2 Domane b'), 


SEQ 


ID 


NO:75 


(KLH2 Domane c'), 


SEQ 


ID 


NO:76 


(KLH2 Domane d"), 


SEQ 


ID 


NO:77 


(KLH2 Domane e), 


SEQ 


ID 


NO:78 


(KLH2 Domane f). 


SEQ 


ID 


NO;79 


(KLH2 Domane g') 



Oder ein Fragment einer dieser Sequenzen, das die immunologischen Eigenschaften 
wenigstens einer Domane von Hamocyanin aufweist. 

Hamocyanin-Polypeptlde, deren Sequenz uber einen Teilbereich von mindestens 90 
Aminosauren mindestens 60% Oder 70%, vorzugsweise mindestens 80%, besonders 
bevorzugt mindestens 90% Oder 95% Homologie zu einer der Aminosauresequenzen 
gemaR SEQ ID NO:25 bis 48 und SEQ ID NO:63 bis 79 aufweist, werden von der Erfin- 
dung ebenfalls umfaGt. 

In diesem Zusammenhang bezieht sich der Ausdruck "mindestens 70%, vorzugsweise 
mindestens 80%, besonders bevorzugt mindestens 90% Homologie" auf Ubereinstim- 
mung auf der Ebene der Aminosauresequenz, die gemaii bekannter Verfahren, z.B. der 
computergestutzten Sequenzvergleiche (Basic local alignment search tool. S.F. Altschul 
ef a/.. J. Mol. Biol. 215 (1990), 403-410) bestimmt werden kann. 

Der dem Fachmann bekannte Ausdruck „Homologie" bezeichnet hier den Grad der 
VenA/andtschaft zwischen zwei Oder mehrerer Polypeptid-Molekulen, der durch die 
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Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen bestimmt wird, wobei unter Ubereinstim- 
mung sowohl identische Ubereinstimmung als auch konservativer Aminosaure- 
Austausch zu verstehen ist. Der Prozentsatz der „Homologie" ergibt sich aus dem Pro- 
zentsatz ubereinstimmender Bereiche in zwei Oder mehr Sequenzen unter Berucksichti- 
gung von Lucken oder anderen Sequenzbesonderheiten. 

Der Begriff "konservativer Aminosaure-Austausch" bezieht sich auf einen Austausch ei- 
nes Aminosaurerestes durch einen anderen Aminosaurerest, wobei der Austausch nicht 
zu einer Anderung der Polaritat oder Ladung fuhrt. Ein Beispiel fur einen konservativen 
Aminosaure-Austausch ist der Austausch eines unpolaren Aminosaurerestes durch ei- 
nen anderen unpolaren Aminosaurerest 

Die Homologie miteinander verwandter Polypeptid-Molekule kann mit Hilfe bekannter 
Verfahren bestimmt werden. In der Regel werden spezielie Computerprogramme mit 
den besonderen Anforderungen Rechnung tragenden Algorithmen eingesetzt Bevor- 
zugte Verfahren zur Bestimmung der Homologie erzeugen zunachst die grSISte Uber- 
einstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur Be- 
stimmung der Homologie zwischen zwei Sequenzen umfassen, sind jedoch nicht einge- 
schranktauf, das GCG-Programmpaket, einschliefilich GAP (Devereux, J., et aL, 
Nucleic Acids Research 12 (12): 387 (1984); Genetics Computer Group University of 
Wisconsin, Madison, (Wl)); BLASTP. BLASTN und FASTA (Altschul, S. etaL. J, Molec 
Biol 215:403/410 (1990)). Das BLAST X Programm kann vom National Centre for Bio- 
technology Information (NCBI) und aus weiteren Quellen bezogen werden (BLAST 
Handbuch, Altschul S„ efa/., NCB NLM NIH Bethesda MD 20894; Aitschul. S., ef a/.. J. 
Mol. 215:403/410 (1990)). Auch der bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur 
Bestimmung von Homologie verwendet werden. 

Bevorzugte Parameter fur den Sequenz-Vergleich umfassen die nachstehenden: 

Algorithmus: Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48:443-453 

(1970) 

Vergleichsmatrix: BLOSUM 62 von Henikoff und Henikoff, Proc, Natl. Acad, 

ScL USA 89:10915-10919 (1992) 
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Lucken-Wert (Gap Penalty): 12 

Luckenlangen-Wert 

(Gap Length Penalty): 4 

Schwellenwert der Ahnlichkeit: 0 



Das GAP-Programm ist auch zur VenA/endung mit den vorstehenden Parametem geeignet. 
Die vorstehenden Parameter sind die Standardparameter (default parameters) fur Ami- 
nosauresequenz-Vergleiche, wobei Lucken an den Enden den Homologie-Wert nicht verrin- 
gern. Bei sehr kurzen Sequenzen im Vergleich zur Referenzsequenz kann es weiterhin 
notwendig sein, den Erwartungswert auf bis zu 100.000 (expected value) zu erhohen und 
gegebenenfalls die Wortlange (word size) auf bis zu 2 zu verkleinern. 

Weitere beispielhafte Algorithmen, Lucken-Offnungs-Werte (gap opening penalties). 
Luckenausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlielilich 
der im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9, September 1 997. genannten 
kdnnen verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufuhrenden Vergleich ab- 
hangen und weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren. wobei GAP 
Oder Best Fit bevorzugt sind, oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen 
Sequenz-Datenbank. wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, durchgefuhrt wird. 

Bine mit dem oben genannten Algorithmus ermittelte Obereinstimmung von 60 % wird im 
Rahmen dieser Anmeldung als 60 % Homologie bezeichnet. Entsprechendes gilt fur hohere 
Homologlegrade. 

In einer weiteren Ausfuhrungsfonm stellt die Erfindung Hamocyanin-Polypeptide, erhalt- 
lich durch das rekombinante Herstellungsverfahren oder Modifikationen davon. bereit. 

Bevorzugt sind Hamocyanin-Polypeptide, die jede der Sequenzen SEQ ID NO: 25 bis 
32 umfassen, wobei die Sequenz mit SEQ ID NO:25 durch SEQ ID NO:63 und/oder 
SEQ ID NO:32 durch SEQ ID NO:64 ersetzt sein kann. Bevorzugt sind ebenfalls Ha- 
mocyanin-Polypeptide. die entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 33 bis 39 oder die Se- 
quenzen SEQ ID NO:65, 66. 34-39 umfassen. wobei SEQ ID NO:35 durch SEQ ID 
NO:67 und/oder SEQ ID NO:36 durch SEQ ID NO:68 ersetzt sein kann. Besonders be- 
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vorzugt handelt es sich bei diesen Hamocyanin-Polypeptiden um Hamocyanin 1 Oder 2 
aus Haliotis tuberculata , 

Insbesondere bevorzugt ist Hamocyanin 1 aus Haliotis tuberculata, das ein scheinbares 
Molekulargewicht von 370 kDa in SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen auf- 
weist. Weitertiin ist insbesondere Hamocyanin 2 aus Haliotis tuberculata bevorzugt, das 
ein scheinbares Molekulargewicht von 370 kDa in SDS-PAGE PAGE unter reduzieren- 
den Bedingungen aufweist. Die Hamocyanine sind durch das in den Beispielen be- 
schriebene seiektive Dissoziationsverfahren aus Gesamt-HSmocyanin aus Haliotis tu- 
berculata erhaitlich. 

Weiterhin bevorzugt sind Hamocyanin-Poiypeptide, die jede der Sequenzen SEQ ID 
NO: 40 bis 43 Oder die Sequenzen SEQ ID NO:40 bis 43 und SEQ ID NO:71 bis 73 
umfassen, wobei jeweils die Sequenz mit SEQ ID NO:40 durch SEQ ID NO:66 und/oder 
SEQ ID NO:43 durch SEQ ID NO:70 ersetzt sein kann. Bevorzugt sind ebenfalls Ha- 
mocyanin-Poiypeptide, die entweder jede der Sequenzen SEQ ID NO: 44 bis 48 Oder 
die Sequenzen SEQ ID NO:44 bis 46, 77, 78. 47. 48 umfassen, wobei .jeweils die Se- 
quenz mit SEQ ID NO:44 durch SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:45 durch SEQ ID NO:75, 
SEQ ID NO:46 durch SEQ ID NO:76 und/oder SEQ ID NO:47 durch SEQ ID NO:79 er- 
setzt sein kann. 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei diesen Hamocyanin-Polypeptiden um vollstan- 
diges Hamocyanin 1 (KLH1) Oder 2 (KLH2) aus Meoathura crenulata . 

Weiterhin wird nicht-glykosyliertes und glykosyliertes Hamocyanin-Polypeptid. erhaitlich 
durch Expression in zur Glykosylierung fahigen bzw. unfahigen Wirtszellen. bereitge- 
stellt. Je nach vorgesehener Verwendung des Hamocyanin-Polypeptids kann das Gly- 
kosylierungsmuster von Hefe, inbesondere methylotropher Hefe, von Pflanzenzellen 
Oder von COS- Oder HeLa-Zellen bevorzugt sein. 

Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische Zusammensetzungen, die die erfin- 
dungsgemSBen Nukleinsauremolekule und physiologisch vertragliche Zusatzstoffe, die 
im Stand der Technik bekannt sind, enthalten. Vorzugsweise werden die pharmazeuti- 
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schen Zusammensetzungen zur unspezifischen Immunstimulierung in Form einer 
Gentherapie eingesetzt, wobei nach Transformation mit einem geeigneten Vektor Ha- 
mocyanin-Polypeptide exprimiert werden und zur Antigenisierung des Gewebes dienen. 

Insbesondere sieht die vorliegende Erfindung die Verwendung eines erfindungsgema- 
Sen Nukleinsauremolekuls, das mit einer Antigen-kodierenden DNA-Sequenz verbun- 
den ist, zur spezifischen Immunisierung gegen dieses Antigen vor. Die Immunisierung 
beruht hierbei, ohne an diese Theorie gebunden zu sein, auf der unspezifischen Stim- 
mulierung des Immunsystems durch Hamocyanin-Polypeptid-Epitope und die weiterge- 
hende spezifische Immunisierung durch Erkennung von Antigen-Epitopen durch das 
Immunsystem. 

Eine solche Immunisierung ist besonders wertvoll im Hinblick auf Pathogen-Antigene, 
ganz besonders aber im Hinbiick auf Tumorantigene. Die Anwendbarkeit der erfin- 
dungsgemaSen pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Tumorer- 
krankungen ergibt sich auch aus der Kreuzreaktivitat der gebildeten Hamocyanin- 
spezifischen Antikorper mit Kohlenhydratresten, die auf der Oberflache von Tumoren 
auftreten, wie z.B. dem Thomsen-Friedenreich-Antigen, das bei der Mehrzahl von hu- 
manen Tumoren wie Epithelialkarzinomen, Ovarialkarzinom, Kolonrektalkarzinom, 
Mammakarzinom, Bronchialkarzinom und Harnblasenkarzinom auftritt. 

Weiterhin konnen die erfindungsgemaRen pharmazeutischen Zusammensetzungen 
zum Behandetn von parasitaren Erkrankungen wie Schistosomiasis und fur die Kokain- 
MtEbrauchsvorsorge eingesetzt werden. 

Als weitere Ausfuhrungsfonm der vorliegenden Erfindung werden pharmazeutische Zu- 
sammensetzungen zur Verfugung gestellt. die ein erfindungsgemSBes Hamocyanin- 
Polypeptid in Verbindung mit einem Oder mehreren physiologisch vertraglichen Zusatz- 
mitteln enthalten. Wie oben bereits erwahnt, kann ein solches Hamocyanin-Poly-peptid 
aus einer vollstandigen Hamocyanin-Untereinheit, aus einer Oder mehreren Domanen 
sowie aus einem Oder mehreren Fragmenten solcher Domanen bestehen, vorausge- 
setzt. dafJ diese Fragmente noch die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer 
Domane eines HSmocyanins aufweist. Eine solche pharmazeutische Zusammenset- 
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2ung eignet sich durch die entweder unspezifische Immunstimulation, die allein auf das 
Hamocyanin zuruckzufuhren ist, Oder durch die spezifische Immunreaktion auf mit dem 
Hamocyanin assoziierte Antigene z.B. als Antiparasitenmittel. Antivirusmittel Oder Anti- 
tumormittel. So kann sie z,B. zum Behandein von Schistosomiasis. Epitheiialkarzino- 
men, Ovarialkarzinom, Koionrektaikarzinom, Mammakarzinom. Bronchiaikarzinom und 
Hamblasenkafzinomen eingesetzt werden. eignet sich jedoch auch zum Behandein von 
Bluthochdruck. Die Behandiung von Bluthochdruck wird erreicht, indem eine Immunisie- 
rung mit Hitfe von erfindungsgemalien Hamocyanin-p-adrenergen-Rezeptorpeptid- 
Konstpjkten und/oder Fusionsproteinen durchgefuhrt wird. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform werden die erfindungsgemaften pharmazeutischen 
Zusammensetzungen als Impfstoffe verwendet. Sie konnen somit einen wertvollen Bei- 
trag zur Prophylaxe von durch bekannte Pathogene verursachte Erkrankungen leisten. 
Dies gilt insbesondere fur pharmazeutische Zusammensetzungen, in denen ein HS- 
mocyanin-Polypeptid an ein Virus, Virusbestandteil, abgetotete Bakterien, Bakterienbe- 
standteile, insbesondere Oberflachenproteine aus Virus- oder Bakterienhullen, DNA, 
DNA-Bestandteile. anorganische oder organische Molekule, z.B. Kohlenhydrate, Pepti- 
de und/oder Glykoproteine gebunden ist. 

Gemafi einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die erfindungsgemaSe phar- 
mazeutische Zusammensetzung zur Kokain-MiBbrauchsvorsorge verwendet 

Zur Applikation sowohl der erfindungsgem^den Nukleinsauremolekule als auch der 
Hamocyanin-Polypeptide eignen sich insbesondere Liposomen. Dementsprechend 
umfaBt die vorliegende Erfindung Liposomen. die ein erfindungsgemafies Nukleinsau- 
remolekul, ein erfindungsgemafies Konstrukt Oder ein erfindungsgemaSes Hamocyanin- 
Polypeptid umfassen. 

Dem Fachmann sind verschiedene Verfahren zum Herstellen von Liposomen. die fur 
pharmazeutische Zwecke verwendbar sind, bekannt. Die Selektivitat der die erfindungs- 
gemalien Nukleinsauremolekule oder Hamocyanin-Polypeptide enthaltenden Liposo- 
men kann durch den zusatzlichen Einbau von Zellerkennungsmolekulen in die Liposo- 
men ertioht werden, die selektiv an Zielzellen binden. Hierzu eignen sich insbesondere 
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Rezeptorliganden, die an Rezeptoren der Zielzellen binden, Oder, besonders im Fall von 
Tumoren, Antikorper, die gegen Oberflachenantigene der Jewells anvisierten Zielzellen 
gerichtet sind. 

Die erfindungsgemaRen Hamocyanin-Polypeptide sind aufterdem als Tragemnolekul fur 
Arzneistoffe, wie z. B. Cytostatika, vorgesehen. Die Vergrofterung des Molekularge- 
wichtes verlangert die physiologische Halbwertszeit der Arzneistoffe erheblich, da der 
Veriust durch Ultrafiltration in der Niere deutlich verringert ist. 

Die Zubereitung der Impfstoffe erfolgt nach dem Fachmann bekannten Verfahren; in ei- 
nigen Ausfuhrungsformen ist die zusatzliche Verwendung von Adjuvanzien wie z. B, 
Freundsches Adjuvanz oder Polysacchariden vorgesehen. 

Die Erfindung stellt femer Antikorper bereit. die spezifisch mit dem erfindungsgemaSen 
Hamocyanin-Polypeptid reagieren und erhaltlich sind durch Immunisieren eines Ver- 
suchstieres mit einem Hamocyanin-Polypeptid. Polyklonale Antikorper konnen durch 
Immunisieren beispieisweise von Kaninchen und anschliefJendem Gewinnen von Anti- 
seren erhalten werden. Monoklonale Antikorper konnen gemali Standardverfahren 
durch Immunisieren von z.B. Mausen. Gewinnen und Immortalisieren der Milzzellen und 
Klonieren der Hybridome, die fur Hamocyanin spezifische Antikorper produzieren. er- 
halten werden. 

Weiterhin wird ein Screening-Verfahren zum Identifizieren von Tumor-spezifischer DNA 
in einer Zelle bereitgestellt, das die Schritte umfalit: 

a) das Inkontaktbringen zellularer DNA und/oder zellularen Proteins mit einer Sonde 
umfassend das erfindungsgemafSe Nukleinsauremolekul und/oder den erfindungs- 
gemaRen Antikorper und 

b) das Nachweisen der spezifischen Bindung. 

Vorzugsweise ist der nachzuweisende Tumor ein Harnblasenkarzinom, Epithelialkarzi- 
nom. Ovarialkarzinom, Mammakarzinom, Bronchialkarzinom oder Kolonrektalkarzinom. 
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Es ist beabsichtigt, mit den nachfolgenden Figuren und Beispielen die Erfindung zu er- 
lautem, diese jedoch in keiner Weise einzuschranken. Dem Fachmann sind aufgaind 
der Beschreibung und der Beispiele weitere Ausfuhrungsfonmen zuganglich, die eben- 
falls umfalit sind. 

Fig. 1 zeigt die Charakterisierung und Aufreinigung von Haliotis tuberculata 
Hamocyanin (HtH): 

(a) Elektronenmikroskopie von negativ gefarbtem Gesamt-HtH, das durch Ultrazen- 
trifugation von Zell-freier Hamolymphe aufgereinigt wurde; 

(b) SDS-Poiyacryamid-Gelelektrophorese (7,5 % Polyacrylamid) von HtH1 im Ver- 
gleich zu KLH (MW 370 kDa); 

(c) Native Polyacrylamid-Geiektrophorese (5 % Polyacrylamid) der HtH- 
Untereinheiten-Praparation, wobei die Anode am unteren Rand liegt; 

(d) Gekreuzte Immunelektrophorese der beiden HtH-Untereinheiten unter VenA/en- 
dung von anti-HtH-Antikorpem aus Kaninchen; 

(e) Elektronenmikroskopie der verbleibenden HtH1-Didekamere (weifSe Pfeile) nach 
der selektiven Dissoziation von HtH2 (schwarze Pfeile); 

(f) Elutionsprofil der Gelfiltrationschromatographie (Biogel A1 5m) in Gegenwart von 
Ammoniummolybdat/Polyethylenglykol-Losung (pH 5,9) nach der selektiven Dis- 
soziation von HtH2 in seine Untereineinheit und nachfolgender Anreicherung von 
Htm durch Ultrazentrifugatlon; 

(g) Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (6,5 % Polyacrylamid) von durch 
Gelchromatographie aufgereinigten HtHI- und HtH2-Untereinheiten im Vergleich 
zum Ausgangsmaterial; 

(h.i) Gekreuzte Immunelektrophorese von chromatographisch aufgereinigten HtH- 
Untereinheiten; und 

(j.m) Gekreuzte Immunelektrophorese der aufgereinigten HtH-Untereinheiten unter 
Verwendung von anti-KLH-Antikorpem aus Kaninchen. die fur KLH1 bzw. KLH2 
spezifisch sind. 
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Fig. 2 zeigt die Untersuchung der Untereinheiten-Organisation von HtH1, wobei fur die 
Immunelektrophorese anti-HtH1-Antik6rper aus Kaninchen verwendet wurden 
und die Anode sich auf der linken Seite befand: 

(a) Gekreuzte immunelelektrophorese nach iimitierter Proteolyse von HtHI mit Hilfe 
von Elastase; 

(b) SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (7,5 % Polyacrylamid) von Elastase- 
gespaltener HtHI-Untereinheit; 

(c,d.g-j,l,n,p) Gekreuzte Immunelektrophorese der Elastase-Spaltprodukte der HtHI- 
untereinheit; 

(e) Gekreuzte Immunelelektropinorese nach Iimitierter Proteolyse von HtHI mit Hilfe 
von V8 Protease; 

(f) SDS-Polyacfylamid-Gelelektrophorese (7.5 % Polyacrylamid) von V8 Protease- 
gespaltener HtH1-Untereinhelt und 

(k,m.o) Gekreuzte Immunelelektrophorese nach Iimitierter Proteolyse von HtH1 
mit Hilfe der drei angegebenen Proteasen. 

Fig. 3 zeigt die Auftrennung von proteolytischen Spaltprodukten der Untereinheit HtH1 
mit Hilfe von HPLC. 

Fig. 4 zeigt die cDNA-Sequenz von HtH1 in Verbindung mit der Intronstruktur 
Fig. 5 zeigt die abgeleitete PrimSrstruktur von HtH1 . 

Fig. 6 zeigt die cDNA-Sequenz von HtH2 in Verbindung mit der Intronstruktur. 
Fig. 7 zeigt die abgeleitete Primarstruktur von HtH2. 

Fig. 8 zeigt die cDNA-Sequenz von KLH1 in Verbindung mit der Intronstruktur. 
Fig. 9 zeigt die abgeleitete Primarstruktur von KLH1. 

Fig. 10 zeigt die cDNA-Sequenz von KLH2 in Verbindung mit der Intronstruktur. 
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Fig, 1 1 zeigt die abgeleitete Primarstruktur von KLH2. 
BEISPIELE 

Material und Methoden 

1 . Gewinnen der Hamolvmphe und Isolieren von Hamocyanin 

Indivlduen des europaischen Seeohrs Haliotis tuberculata aus dem Bereich derfranzo- 
sischen Atlantlkkuste wurden von S.M.E.L (Blainvilie sur Mer, Frankreich) und der Firma 
Biosyn (Fellbach, Deutschland) bereitgestellt. Die Tiere wurden in einem 300 I Seewas- 
ser-Aquarium bei 17 C gehalten und mit Braunaigen gefCittert. Zur Entnahme der Ha- 
molymplie wurden die Seeohren in einem verschlossenen Plastiksack auf Eis gestellt. 
Nach einer Stunde waren grofie Volumtna an Hamotymphe durch ihre Haut sezemiert 
worden. Es stellte sich heraus, da(J das durcli dieses Verfahren erhaltene Hamocyanin 
identisch ist mit dem Hamocyanin, das durch Einschneiden einer Mulde in den Fu(i her- 
untergekuhlter Meeresschnecken unter Verwendung einer Skalpellklinge gesammelt 
werden konnte. Die Blutzellen wurden von der Hamotymphe durch Zentrifugation bei 
800 g uber 30 min bei 4 C abgetrennt Das gesamte Hamocyanin wurde sofort danach 
durch praparative Ultrazentrifugation bei 30000 g Qber 4 Stunden bei 4 C sedimen- 
tierL Der Uberstand wurde verworfen und das blaue Hamocyanin-Pellet wurde uber 
Nacht in "Stabilisierungs-Puffer (0,05 M Tris, 5 mM CaCb, 5 mM MgCb. 0,15 M NaCI, 1 
mM PMSF, pH 7,4) suspendiert und bei 4 C gelagert. 

Intaktes HtH1 wurde unter Verwendung des von Hanis et al., 1995. supra, beschriebe- 
nen Verfahrens aus dem gesamten HtH durch selektive Dissoziation von HtH2 in Am- 
moniummolybdat/Polyethylenglykol (1%/0,2%)-Losung, pH 5,9 und nachfolgender Ultra- 
zentrifugation erhatten. Das entstandene, teilweise aufgereinigte HtH 1 -Pellet wurde auf- 
gelost und durch Gelfiltration auf einer Biogel A15m-Vonichtung zur Homogenitat aufge- 
reinigt. Der letzte Schritt ergab geringe Mengen von aufgereinigtem HtH2. Natives HtH1 
und HtH2 wurde durch Dialyse gegen "Dissoziationspuffer" (0,13 M Glycin/NaOH, pH 
9,6) bei 4 C uber Nacht quantitativ in die Untereinheiten dissoziiert; die Gegenwart von 
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EDTA war nicht erforderlich. 1 mM PMSF wurde bei jeder Stufe der Aufreinigung hinzu- 
gefugt, urn die Proteolyse zu hemmen. 

2. Elektronenmikroskopie 

Konventionelles "negative staining" wurde mit dam Einzel-Tropfen-Verfahren (Harris und 
Home in Harris, J,R. (Herausgeber) Electron microscopy in biology, (1991), IRL Press 
Oxford. S. 203-228) durchgefuhrt. Kohlenstofftrager-Filme wurde anfanglich uber20 Se- 
kunden gluhentladen, um sie hydrophil und fur das Protein adsorptiv zu machen. Man 
laBt die Proteinproben an den Kohlenstoffiimen uber 60 Sekunden adsorbieren, Sodann 
werden die Puffersaize durch sequentielles Waschen mit vier aufeinanderfolgenden 20 

Wassertropfen entfernt. Die Gitter werden schliefilich mit einem 20 ^1 Tropfen 5 % 
waSrigen Ammoniummolybdats, enthaltend 1 % Trehalose (pH 7,0) negativ gefarbt und 
bei Raumtemperatur trocknen gelassen. Fur die elektronenmikroskopische Untersu- 
chung wird ein Zeiss EM 900 Transmissionselektronenmikroskop verwendet 

3. Polvacrvlamid-Gel-Elektrophorese und immunelektrophorese 

SDS-Polyacrylamid-Gel-EIektrophorese (SDS-PAGE) wurde gemaft des Verfahrens von 
Laemmli (Nature 227 (1970). 670-685) durchgefuhrt. 2ur natlven PAGE wurde ein alka- 
iisches System gemaS Mark! et ai. (1979) J. Comp. Physiol. 133 167-175 mit einem 
0,33 M Tris/Borat. pH 9,6 als Gelpuffer und 0,066 M Tris/Borat, pH 9,6 als Elektroden- 
puffer verwendet. Gekreuzte und "crossed-line*' Immunelektrophorese (IE) wurden ge- 
mSfi Weeke (Scand. J. Immunol. 2 (1973), Suppl. 1, 47-56) bzw. Kroll (Scand. J. Immu- 
nol. 2. Suppl. 1 (1973). 79-81) durchgefuhrt. Kaninchenantikfirper wurden von Charles 
River Deutschland (Kisslegg. Deutschland) gegen dissoziiertes Gesamt-HtH und aufge- 
reinigtes HtHI erzeugt. Das Immunisierungsverfahren wurde durchgefuhrt gemali MarkI 
und Winter (J. Comp. Physiol. 1598 (1989), 139-151). 

4. Limitierte Proteolyse und Isolierunq der Fraqmente 

Die limitierte Proteolyse wurde bei 37 C in 0,13 M Glycin/NaOH, pH 9,6 durch Hinzufu- 
gen eines der nachstehenden Enzyme (Sigma. Deisenhofen, Deutschland), die in 0,1 M 
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NH4HC03» pH 8,0 gelost waren, durchgefuhrt: Staphylococcus aureus V8-Protease Typ 
XVII (8400), Papain Typ II aus Papaya-Milch (P-3125), Rinder-Pankreas-Elastase Typ IV 
(E-0258), Chymotrypsin und Trypsin. Die Hamocyanin-Konzentration lag zwischen 1 
und 10 mg/ml. Die Endkonzentration des Enzyms betrug 2 % (Gewicht/Gewicht). Die 
Proteolyse wurde nach 5 Stunden durch Einfrieren auf -20 " C beendet. Das HPLC- 
Verfahren wurde auf einer Vorrichtung von Applied Biosystems (BAI, Bensheim, 
Deutschland) durchgefuhrt, die mit einem Modell-1 OOOS-Dioden-Array-Detektor ausge- 
stattet war. Die proteolytischen Fragmente wurden auf kleine Mono-Q-Anionaus- 
tauscher-Saule aufgetragen (Phamnacia. Freiburg, Deutschland). die mit 0,02 M 
Tris/HCI, pH 8,0 aquilibriert worden war und mit einem linearen Natriumchlorid- 
Gradienten (0,0 M - 0,5 M CaCI) im gleichen Puffer bei einer FluSrate von 1 ml/min elu- 
iert wurden. Alternativ wurden die proteolytischen Fragmente durch Ausschneiden der 
Banden aus nativen PAGE-Gelen (MarkI et al.. 1979) J. Comp. Physiol. 133 B. 167-175 
isoiiert, nachdem sie zuvor mit dem Roti-White-System (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
gemaft Fernandez-Patron et al. (1995) Anal. Biochem. 224, 203-211 invers-gefarbt wor- 
den waren. Zur nachfolgenden Spaltung mit einem zweiten Enzym wurden die isolierten 
Fragmente zuerst Ubernacht gegen 0,13 M Glycin/NaOH, pH 9,6 diaiysiert. urn NaCI zu 
entfernen. 

5. Aminosaurensequenzanalyse 

Die durch das HPLC-Verfahren erhaltenen Proteine wurden in SDS-enthaitendem Pro- 
benpuffer denaturiert und durch SDS-PAGE (Laemmli, 1970, supra; 7,5 % Polyacryla- 
mid) aufgetrennt. Um die Blockierung des NHa-Terminus zu verhindem wurde 0,6 % 
(Gewicht/Gewicht) Thioglykolsaure zum Kathodenpuffer (Walsh et al., Biochemistry 27 
(1988), 6867-6876) hinzugefugt. Die Proteinbanden wurden durch Elektro-Transfer auf 
ProBlot-Membranen (Applied Biosystems, Deutschland) in einer vertikalen Blotting- 
Kammer ubertragen (25 mM Borat-Puffer, pH 8,8, enthaltend 2 mM EDTA; 10 min/100 
mA, 15 min/200 mA, 12 h/300 mA). Der Nachweis der einzelnen Polypeptide auf den 
Membranen wurde mit der Ponceau-S-Farbung durchgefuhrt. Die interessierenden Po- 
lypeptid-Banden wurden ausgeschnitten und in einer 477A-Protein-Sequenzier-Vor- 
richtung von Applied Biosystems sequenziert. Die Mengen der auf die Sequenziervor- 
richtung aufgetragenen Polypeptide lag im unteren pmol-Bereich. 
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6. cDNA-Klonierunq und Sequenzanalyse 

Eine Lambda-cDNA-Expressionsbibliothek wurde aus Poly(A'')-RNA aus Haliotis Man- 
telgewebe unter Verwendung des Vektors Lambda ZAP Express ® gemaS den Herstel- 
leranweisungen (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) hergestellt Die Klone wurden 
unter Verwendung von HtH-spezifischen Kaninchenantikorpem iso'liert. Die Nukleo- 
tidsequenzierung wurde auf beiden Strangen unter VenA/endung des Taq Dye deoxy 
Terminator®-Systems durchgefuhrt. Die Anordung der Sequenzen wurde mit der Soft- 
ware CLUSTAL W (1.7)® und TREEVIEW ©(Thompson et al., Nucl. Adds Res. 22 
(1994), 4673-4680) durchgefuhrt. 

Beispiei 1: 

Isolierung von HtH und Auftrennung zweier unterschiedlicher Typen (HtH1 und 
HtH2) 

Die Hamolymphe wurde aus adulten Seeohren gewonnen. Die Blutzellen wurden durch 
Zentrifugation entfernt und das Hamocyanin wurde sodann durch Ultrazentrifugation se- 
dimentiert. Das blaue Hamocyanin-Peliet wurde in "Stabilisierungspuffer" (pH 7,4) wie- 
der aufgelost und in der Elektronenmikroskopie untersucht (Figur 1a). Es bestand 
hauptsachlich aus typischen Di-Dekameren, begleitet von einem kleinen Anteil an De- 
kameren und Tridekameren. Die Denaturierung in 2 % SDS in Gegenwart reduzierender 
Substanzen und anschlieRender SDS-PAGE-Trennung ergab eine einzige Bande, die 
dem Polypeptid mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 370 kDa entsprach. wel- 
ches nur geringfugig unterhalb des scheinbaren Untereinheiten-Gewichts von KLH (Fi- 
gur lb) liegt. Die vollstandige Dissoziation der Oligomere wie der Di-Dekamere in die 
nativen Polypeptide (Untereinheiten) wurde erreicht durch Ubemacht-Dialyse von HtH 
gegen "Dissoziationspuffer'* (pH 9,6), Natives PAGE-Verfahren, das auf diese Proben 
angewendet wurde, ergab eine Haupt- und eine Neben-Komponente (Figur 1c). Die ge- 
kreuzte Immunelektrophorese (gekreuzte IE) unter Verwendung von gegen aufgerei- 
nigtes Gesamt-HtH-erzeugten polyklonalen Kaninchen-Antikorpern zeigte zwei Kompo- 
nenten, die immunologisch unterschiedlich sind, jedoch die klassische Reaktion einer 
teilweise immunologischen Identitat aufweisen (Figur Id). Ihre praparative Isolierung (Fi- 
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gur le-i) zeigte, daft sie die Untereinheiten von zwei unterschiedlichen HtH-Typen dar- 
stetlen, bezeichnet als HtHI und HtH2, und die Muster der nativen PAGE- und ge- 
kreuzten lE-Verfahren konnten jeder einzelnen zugeordnet werden (Figur 1c, d). 

Die Auftrennung von HtH1 und HtH2 wurde gemali des Verfahrens zur selektiven Dis- 
soziation gemali Hanris et aL, 1995, supra, durchgefuhrt. In Ammoniummolybdat/Poly- 
ethylenglykol war HtHI im Oligomeren-Zustand (Di-Dekamere) vollstandig stabil, wohin- 
gegen HtH2 vollstandig in die Untereinheiten dissoziierte (Figur 1e). Dies emnoglichte 
die quantitative Sedimentation von HtH1 in der Ultrazentrifuge, wohin gegen der grofite 
Teii des HtH2 im Uberstand verblieb. Aus dem wieder aufgelosten Pellet wurden grofie 
Mengen an HtH1 durch Gelfiltrationschromatographie zur Homogenitat aufgereinigt, 
welche auch geringe Mengen an reinem HtH2 ergab (Figur 1f). Die Fraktionen vyAjrden 
durch native PAGE (Figur 1g) und gekreuzte IE (Figur 1h, i) untersucht. Das Verfahren 
der selektiven Dissoziation von HtH2 entfemte samtliche Tri-Dekamere aus den Proben, 
welches nahelegt, daft die letzteren aus HtH2, jedoch nicht aus HtHI aufgebaut sind 
(Figur 1e). Das selektive Dissoziationsverhalten von HtH2 und auch die Fahigkeit. Ag- 
gregate zu bilden, die groRer als in vivo -Di-Dekamere sind, entspricht den Eigenschaf- 
ten von KLH2. Umgekehrt ahnelt die Stabiiitat von HtHI unter diesen Bedingungen und 
seine Unfahigkeit, sich zu groReren Aggregaten als Di-Dekameren zu assemblieren, 
dem Verhalten von KLH1. Diese VenA/andtschaft wird weiter belegt durch die Reaktion 
von Anti-KLH1 bzw. Anti-KLH2 Antikorpem gegen die beiden HtH-Typen (Figur Ij-m). 

Beispiel 2: 

Analyse der Organisation der HtHI-Untereinheit 

Die acht funktionellen Einheiten (FU's, haufig als "funktionelle Domanen" bezeichnet), 
die eine Mollusken-Hamocyanin-Untereinheit bilden, unterscheiden sich in der Primar- 
struktur und weisen keine immunologische Kreuz-Reaktivitat auf, wie sich aus gekreuz- 
terlE ergibt. Im Fall der aufgereinigten HtHI Untereinheit (Figur 1g, h) wurden geringe 
Konzentrationen funf unterschiedlicher Proteasen (Elastase, V8-Protease, Papain, 
Trypsin und Chymotrypsin) verwendet. welche die Peptid-Bindungen zwischen benach- 
barten FU's von KLH1 und KLH2 gespalten hatten (Gebauer et aL, 1994, supra, Sohn- 
gen et aL. 1997, supra). Die Spaltprodukte wurden durch gekreuzte IE und SDS-PAGE 
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(Fig. 2) untersucht. Elastase-Behandlung erzeugt acht einzelne FU's, abgeleitet aus der 
Anzahl an unterschiedlichen Immunprazipitations-Gipfeln in der gekreuzten IE (Fig. 2a) 
und mit dem scheinbaren Molekulargewicht von ca. 50 KDa des Hauptteils der Spaltpro- 
dukte in SDS-PAGE (Fig. 2b). Ein weiterer Prazipitatlonsgipfel wurde als FU-Dimer er- 
kannt. welches durch unvollstandige Spaltung des Segments ab (Fig. 2a) entstand. 
Durch HPLC-Verfahren mit einer IVIono-Q-Sauie (Fig. 3a) wurden zwei der Elastase- 
Spaltprodukte in einer ausreichenden Reinheit erhalten, urn durch "crossed-line-IE" ihre 
Ware Zuordnung zu zwei der acht Prazipitatlonsgipfel (Fig. 2c,d) zu ermoglichen. Die 
anderen vier Proteasen wiesen unterschiedliche Spaltmuster auf. die aus Gemischen 
einzelner FU's und groSerer Fragmente. enthaltend zwei. drei Oder mehrere FU's be- 
standen (z.B. Fig. 2 e.f). Viele von ihnen waren durch das HPLC-Verfahren in ausrei- 
chender Menge angereichert (Fig. 3b-e). urn ihre Identifikation In ihren entsprechenden 
SDS-PAGE- und gekreuzten lE-iWustem zu ermOglichen. Eine Anzahl dieser Kompo- 
nenten wurde N-temiinal durch Blot-Transfer von SDS-Gelen auf ProBlot®-Membrane 
(Tabelle I) sequenziert. Die Resultate wurden mit N-terminalen Sequenzen verglichen. 
die aus dem scheinbar orthologen Protein In Megathura crenulata, KLH1 (Tabelle I), er- 
halten worden waren. von dem die vollstSndige FU-Anordnung verfQgbar ist (Sohngen 
et al.. 1997. supra; vgl. Fig. 5b). Das Ergebnis des gesamten Ansatzes fuhrte zur Be- 
stimmung der vollstandigen FU-Anordnung innerhalb der HtH1 -Untereinheit (Fig. 2a). 

Insbesondere ergab die Spaltung der HtHI -Untereinheit (1-abcdefgh) mit V8-Protease 
vier Prazipitatlonsgipfel in der gekreuzten IE (Fig. 2e). Das SDS-PAGE-Verfahren zeigte 
funf unterschiedliche Fragmente (Fig. 2f): 220 kDa (5 FU's), 185 kDa(4 FU's). 100 kDa 
(2 FU's). 55 kDa(1 FU) und 46 kDa(1 FU). Das 100 kDa-Fragment wurde durch das 
HPLC-Verfahren (Fig. 3b) isoliert und durch N-tenminale Sequenzierung als 1-ab identi- 
fiziert. da die Sequenz identisch zu derjenigen der intakten Untereinheit war (Tabelle I). 
In dem "crossed-line" lE-Verfahren verschmolz 1-ab mit drei Prazipitationsgipfein des 
Elastase-Spaltmusters. Aufgrund der Auswertung ergab sich. daS sie die Fragmente 1- 
ab. 1-a bzw. 1-b darstellen (Fig. 2g). Jedoch verblieb es unklar. welcher Gipfel 1-a und 
welcher 1-b darstellt. In einem zweiten Schritt wurde das HPLC-aufgereinigte 1-ab durch 
Elastase in seine Komponenten-FU's gespalten. aus denen eine durch das native PA- 
GE-Gel-Streifenverfahren eluiert werden konnte und dem Elastase-Muster durch das 
"crossed-line" lE-Verfahren (Fig. 2h) zugeordnet und N-terminal sequenziert wurde. 



wo 00/55192 



30 



PCT/EPOO/02410 



Diese Komponente wies die gleiche N-terminafe Sequenz wie die gesamte Untereinheit 
auf und war deshalb identisch zu 1-a. Somit ist die zweite FU des 100 kDa-Fragments 1- 
b (Fig. 2a; Tabelle I). Ebenso wurden HPLC-aufgereinigtes 1-c und 1-h erhalten (Fig. 
3b), durch N-terminale-Sequenzahnlichkeiten zu den entsprechenden FU's in KLH1 
(Tabelle I) identifiziert und durch das "crossed-line" lE-Verfahren ihren entsprechenden 
Prazipitationsgipfeln in dem Elastase-Musterzugeordnet (Fig. 21 J). Weiterhin wurden 1- 
a. 1-b, 1-c und 1-h identifiziert (Fig. 2a). Unter Verwendung von Papain zur Unterein- 
heiten-Spaltung wurden funf unterschiedliche Gipfel in dem gekreuzten lE-Verfahren 
(Fig. k) erhalten. Aus einer solchen Probe wurde ein 100 kDa-Fragment (2 FU's) durch 
das HPLC-Verfahren (Fig. 3c) aufgereinigt, welches gemalS des "crossed-line" lE- 
Verfahrens das bereits identifizierte FU 1-h und eine der vier noch nicht identifizierten 
FU's enthielt und deshalb 1-gh darstellen mu(i (Figs. 2k. 3c). Tatsachlich wies dieses 
Fragnrient eine N-terminaie Sequenz auf. die Ahnlichkeiten zu KLH1-g (Tabelle I) zeigte. 
Zur weiteren Bestatigung wurde das HPLC-aufgereinigte Fragment 1-gh mit Elastase in 
seine Bestandteil-FU's gespalten. aus denen 1-g aufgereinigt und durch N-terminale 
Sequenzierung identifiziert wurde. Es wurde durch "crossed-line" lE-Verfahren seinem 
Gipfel in dem Elastase-Spaitmuster zugeordnet (Fig. 21). 

Das 220 kDa-Fragment aus der V8-Protease-Spaltung (Fig. 2e, f) wurde HPLC-auf- 
gereinigt (Fig. 3b) und fusionierte im "crossed-line" lE-Verfahren mit 1-h, 1-g und drei 
noch nicht identifizierten Gipfein des Elastase-Spaltmusters. Weiterhin wurde das 185 
kDa-Fragment in ausreichender Reinheit erhalten (Fig. 2e. f; 3b). und es wurde gezeigt. 
daS sie die gleichen Komponenten mit Ausnahme von 1-h enthielten. Dies legte nahe, 
daft das 22 kDa und das 185 kDa-Fragment 1-defgh bzw. 1-defg sind. Tatsachlich war 
die N-terminaie Sequenz praktisch identisch und zeigte weiterhin Ahnlichkeit zu KLHI-d 
(Tabelle I). Die Spaltung der HtHI -Untereinheit mit Trypsin ergab eine Vielzahl an Kom- 
ponenten in dem Molekulargewichtsbereich von ein bzw. zwei FU's (Fig. 2m). Mehrere 
der Komponenten wurden in HPLC-Fraktionen angereichert (Fig. 3d). Ein 100 kDa- 
Fragment enA/ies sich als besonders nutzlich, da es die gleich N-terminale Sequenz wie 
das Fragment 1-defg aus der V8-Protease-Spaltung aufwies (Tabelle I); deshalb sollte 
das 100 kDa-Fragment 1-de darstellen. In dem "crossed-lined" lE-Verfahren fusionierte 
diese Komponente mit zwei der drei noch nicht identifizierten FU-GipfeIn des Elastase- 
Spaltmusters (Fig. 2n), welches deshalb 1-d und 1-e darstellen sollte, und somit eine 
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einzige Moglichkeit fur 1-f ubrig lieB. Das "crossed-line" lE-Verfahren zeigte auch, da(J in 
der 1-de Fraktion weiterhin FU 1-f vorhanden war (Fig. 2n). Die Identifikation von 1-f be- 
statigte durch Spaltung der Untereinheit mit Chymotrypsin (Fig. 2o) und nachfolgendem 
HPLC-Verfahren (Fig. 3e). Diese Spaltung ergab unter anderem ein 95 kDa-Fragment 
(2 FU's) welches im "crossed-line'-IE-Verfahren mit 1-g und einem zweiten Gipfel (Fig. 
2p) fusionierte und deshafb entweder 1-gh (welches ausgeschlossen werden konnte, da 
1-h bereits identifiziert war), Oder 1-fg (welches sinnvoil erscheint aufgrund des weiteren 
betreffenden Peaks, der zu dem verbleibenden Kandidaten identisch war) sein konnte. 
Tatsachlich zeigte dieses Fragment eine neue N-terminale Sequenz, welche in gewisser 
Weise zu KLH1-f ahnlich ist (Tabelle I). Das letzte Problem bestand nun darin, die zwei 
verbleibenden FU-Gipfel 1-d bzw. 1-e zuzuordnen. Dies wurde unter Verwendung von 
HPLC-isolierten FU's aus Proben geldst, in denen die Untereinheit mit Elastase gespal- 
ten worden war. (Fig. 2c. d; 3a). Die saurere Komponente in dem gekreuzten lE- 
Verfahren war 1-d abgeleitet aus seiner N-terminalen Sequenz, welche identisch ist mit 
der von 1-defgh (Fig. 2c; Tabelle I), wohingegen die basischere Komponente des 1-d/1- 
g-Paares eine neue N-terminale Sequenz (Tabelle I) aufwies und deshalb 1-e (Fig. 2a) 
sein muSte. Somit war die Struktur der funktionellen Einheiten der Untereinheit HtHI 
aufgeklart. 

Beispiel 3: 

Vergleich der Molekulargewichte und N-terminalen Sequenzen der biochemisch isolier- 
ten funktionellen Einheiten (FU's) aus HtHI und KLH1. Die unterschiedlichen FU's, jede 
mit einer intakten binuktearen Kupfer-Bindungsstelle, wurden durch iimitierte Proteolyse 
als globulare Segmente aus ihrer grSReren Einheit freigesetzt; vgl. Abschnitt "Isolierung 
und Analyse der Einheiten aus HtHI". Die KLH1-Daten wurden aus Sohngen et al., su- 
pra, entnommen. Die Zuordnung als tatsachliche Einheit erfolgte aufgrund des Moleku- 
largewichtes und des immunologischen Verhaltens (vgl. Fig. 2). Das ungewOhnlich nied- 
rige Molekulargewicht von isoliertem HtHI-d konnte bedeuten, da(i ein groRes Peptid C- 
terminal abgespalten wurde. 
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TABELLE I 



Funktionelle Einheit 

HtH1-a 

KLH1-a 

HtH1-b 

KLH1-b 

HtH1-c 



Masse (kDa) 

53 

50 

48 

45 

46 



N-terminale Sequenz 

DNWRKDVSHLTDDEVQ 
ENLVRKDVERL 

? 

? 

FEDEKHS LRIRKNVDSLTPEENTNERLR 



TABELLE I 



Funktionelle Einheit 


Masse (kDa) 


KLH1-C 


45 


HtH1-d 


40 


KLHI-d 


50 


HtH1-e 


49 


KLH1-e 


50 


HtH1-f 


50 


KLH1-f 


45 


HtH1-g 


45 


KLH1-g 


45 


HtHI-h 


55 


KLH1-h 


60 



N-terminale Sequenz 

KVPRSRLIRKNVDRLTPSE 
VEEVTGASHIRKNLNDLNTGEM 
EVTSANRIRKNIENLS 
ILDHDHEEEILVRKNI IDLSP 
? 

KLNSRKHTPNRVRHELS SLS SRDI ASLKA 

HHLSXNKVRHDLSTL 
DHQSGS I AGSGVRKDVNTLTKAETDNLRE 
S SiVIAGHFVRKD INTLTP 
DEHHDDRIiADVLIRKEVDFLSLQEANAIKD 
HEDHHED I LVRKM I HSL 



Beispiel 4: 

Klonierung von Hamocyanin-cDNA 

1 . Zur Kloniemng der cDNA von Hamocyanin wurde mRNA aus dem Mantelgewebe 
des jeweiligen Mollusken isoliert. Der erste cDNA-Strang wurde durch reverse Tran- 
skription mit Oligo(dT) als Primer erhalten. Der zweite Strang wurde durch konventio- 
nelle Synthese mit random Primern erhalten. Die so erhaltene cDNA wurde in einen 



wo 00/55192 



33 



PCT/EPOO/02410 



Lambda-Expressionsvektor kloniert unter Bildung einer cDNA-Expressionsbibliothek. 
Unter Verwendung eines anti-Hamocyanin-Antikorpers wurde die Bibliothek unter 
geeeigneten Bedingungen abgesucht, wobei positive Klone erhalten wurden. Diese 
positiven Klone wurden isoliert. sequenzlert und charakterisiert. 

2. Aus denn N-terminalen Bereich eines erhaltenen positiven Kions wurde eine cDNA- 
Sonde hergestellt, mit der die cDNA-Bibliothek abgesucht wurde. Die erhaltenen po- 
sitiven Klone werden wiederum isoliert, sequenziert und charakterisiert, 

3. Um noch weiter 5' gelegene Sequenzen zu erhalten, wurde eine weitere Expressi- 
onsbibliothek aus cDNA hergestellt. die mit Hilfe einer Konnbinatlon von Hamocyanin- 
spezifischen und „random"-Prinnem erhalten wurde. Diese cDNA-Bibliothek wurde mit 
cDNA-Sonden, die den „N-temninalen" Bereichen der unter (2,) erhaltenen positiven 
Klone entsprechen, abgesucht. Die erhaltenen positiven Klone wurden isoliert, se- 
quenziert und charakterisiert. 

Beispiel 5: 

Klonierung von Hamocyanin-Genen 

Genomische DNA wurde gemaU Standardverfahren isoliert. Die PCR-Reaktion wurde 
mit Hilfe von HSmocyanin-spezifischen Primem durchgefuhrt, um die Genabschnitte der 
interessierenden Hamocyanine zu amplifizieren. Die erhaltenen Amplifikationsprodukte 
wurden in einen geeigneten Vektor (beispielsweise pGem T oder pGem T easy (Prome- 
ga. Mannheim) kloniert, sequenziert und charakterisiert. 

Beispiel 6: 

Rekombinante Expression von Hamocyanin 

Mit einem cDNA-Klon, der die kodierende Sequenz fur HtH-1d enthalt, wurde eine PCR- 
Reaktion durchgefuhrt, um spezifisch die kodierende Sequenz der Domane 1d zu am- 
plifizieren. Als Primer wurden synthetisch hergestellte Oligonukleotide venA/endet 
Primer 1 (stromaufwarts) umfaBt sechs Nukleotide des Endes der Domane HtH-1c, eine 
Sacl-Schnittstelle und 12 Nukleotide des Endes der Domane HtH-ld. 
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Primer 2 (stromabwarts) umfaSt sechs Nukleotide des Anfangs der Domane HtHI-e, ei- 
ne Sa/I-Schnittstelle und eine HtH1-d spezifische Sequenz. 



PCR-Bedingungen: 



2 


min 


95'C 


30 


sec 


QS'C 


30 


sec 


55°C 


1 


min 


72°C 


35 


Zyklen 




10 


min 


72"C 



Das Amplifikat wurde in dem pGEM T easy PGR Klonierungsvektor (Promega) in XL-1 
Blue (Stratagene) kloniert. Nach Isolation des rekombinanten Plasmids und Restriktion 
mit Sad und Sail konnte die cDNA der Domane 1d isoliert werden. Der Expressions- 
vektor pQE30 (Qiagen) wurde ebenfalls mit den entsprechenden Enzymen restringiert. 

Anschliefiend wurde die Ligation zwischen der HtH-ld-cDNA (restringiert mit Sad und 
Sail) und pQE (restringiert mit Sad und Sa/I) durchgefuhrt. Somit ist eine gerichtete Klo- 
nierung dercDNA, kodierend fur HtH-1d. in einen Expressionsvektor moglich. Die Ex- 
pression von HtH1-d in pQE in XL-1 Blue erfolgt gemalS Herstelleranleitung. Die Ex- 
pression weiterer HtHI-, HtH2- Oder KLH1- Oder KLH2-Domanen kann analog erfolgen. 
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Patentanspruche 

1. Nukleinsaure-Molekul. umfassend einefur ein Hamocyanin, eine Hamocyanin- 
Domane Oder ein funktionelles Fragment davon mit den immunologischen Eigenschaf- 
ten wenigstens einer Domane eines Hamocyanins kodierende Nukleinsauresequenz, 
wobei die Nukleinsauresequenz ausgewahit ist aus: 

(a) Nukleinsauresequenzen, die aus der Gruppe der nachfolgend angegebenen DNA- 
Sequenzen bzw. der ihnen entsprechenden RNA-Sequenzen ausgewahit sind Oder 
diese enthalten: 



SEQ 


ID 


NO:1 (Htm Domane a + Signalpeptid) 


SEQ 


ID 


NO:2 (HtHI Domane b). 


SEQ 


ID 


NO:3 (HtH1 DomSne c). 


SEQ 


ID 


NO:4 (HtH1 Domane d). 


SEQ 


ID 


NO: 5 (HtH1 DomSne e). 


SEQ 


ID 


NO:6 (HtH1 DomSne f). 


SEQ 


ID 


NO:7 (HtH1 DomSne g). 


SEQ 


ID 


NO: 8 (HtHI DomSne h), 


SEQ 


ID 


NO:9 (partielle HtH2 DomSne b), 


SEQ 


ID 


NO:10(HtH2 DomSne c). 


SEQ 


ID 


NO: 11 (HtH2 Domane d), 


SEQ 


ID 


NO: 12 {HtH2 Domane e), 


SEQ 


ID 


NO:13(HtH2 Domane f). 


SEQ 


ID 


NO:14(HtH2 Domane g). 


SEQ 


ID 


NO:15 (HtH2 Domane h). 


SEQ 


ID 


NO: 16 (partielle KLH1 Domane b), 


SEQ 


ID 


NO:17(KLH1 Domane c). 


SEQ 


ID 


NO:18(KLH1 Domane d), 


SEQ 


ID 


NO: 19 (partielle KLH1 Domane e), 


SEQ 


ID 


NO:20 (KLH2 DomSne b), 


SEQ 


ID 


NO:21 (KLH2 Domane c), 


SEQ 


ID 


NO;22 (partielle KLH2 Domane d). 



O L- W 


ID 






ID 


Nn'24 




ID 


NO'49 


SFO 


ID 


Nn-50 


SEO 

w L_ Vj< 


ID 


1 N \^ . w 1 




ID 


1 N w^ 


^FO 

O W 


ID 


1 N Vm/ . w'w 


9Fn 


ID 


1 MV-/. w*T 


9Fn 

o c. w 


ID 


IN W . sJv^ 


^Fn 


ID 




O L- W 


ID 




o w 


ID 




w ^ W 


ID 






ID 


i NV^ .WW 


O L— Vx 


ID 




SEO 


ID 




SEO 


ID 


NO'SO 


SEO 

0 1^ w 


ID 


NO*81 


SEO 


ID 


NO*82 


SFO 


ID 


1 N V-/.t->W 


SFO 


ID 


NO* 84 


SEO 


ID 




SFO 


ID 




SFO 

O L_. W 


ID 


Kin*87 


SEO 


ID 


MO-88 

IN Vi/.OO 


SFO 
o m w 


ID 




SFO 
o c w 


ID 




SEQ 


ID 


NO:91 


SEQ 


ID 


NO:92 


SEQ 


ID 


NO:93 


SEQ 


ID 


NO:94 


SEQ 


ID 


NO:96 


SEQ 


ID 


NO:96 
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KLH2 Domane g), 

partieile KLH2 DomSne h), 

Htm DomSne a' + Signalpeptid), 

partieile HtH2 Domane a). 

HtH2 Domane b'). 

HtH2 Domane d*). 

HtH2 Domane e'), 

KLH1 Domane e'). 

KLH1 Domane f). 

KLHI Domane g), 

:KLH2 Domane b"), 

;klH2 Domane C), 

;kLH2 Domane d'). 

;KLH2 Domane e). 

KLH2 Domane f). 

:KLH2 Domane g'). 

Htm Domane a" + Signalpeptid), 

HtHI Domane b"). 

HtHI Domane c"), 

HtHI Domane d"). 

Htm Domane e"), 

HtHI Domane f). 

HtHI Domane g"), 

HtHI Domane h"), 

partieile HtH2 Domane a"). 

;HtH2 Domane b") 

;HtH2 Domane c"), 

;HtH2 Domane d"), 

;HtH2 Domane e"), 

;HtH2 Domane f '). 

;HtH2 Domane g"). 

;HtH2 Domane h"). 

[partieile KLHI Domane b"). 
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SEQ ID NO:97 (KLH1 Domane c"). 
SEQ ID NO:98 (KLH1 Domane d"). 
SEQ ID NO:99 (KLH1 Domane e"). 
SEQ ID NO:100 (KLH1 Domane T). 
SEQ ID NO:101 (KLH1 Domane g"), 
SEQ ID NO:102 (KLH2 Domane b"). 
SEQ ID NO: 103 (KLH2 Domane c"). 
SEQ ID N0:104 (KLH2 Domane d"), 
SEQ ID NO:105 (KLH2 Domane e"), 
SEQ ID NO:106 (KLH2 Domane T), 
SEQ ID NO: 1 07 (KLH2 Domane g"), 
SEQ ID NO: 108 (partielle KLH2 Domane h"); 

(b) Nukleinsauresequenzen, die mit dem Gegenstrang einer Nukleinsauresequenz 
nach (a) hybridisieren und fur ein Polypeptid kodieren, das die immunologischen Ei- 
genschaften wenigstens einer Domane eines Hamocyanins aufweist; 

(c) Nukleinsauresequenzen. die aufgajnd des genetischen Codes zu den unter (a) und 
(b) definierten DNA-Sequenzen degeneriert sind und fur ein Polypeptid kodieren. 
das die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocy- 
anins aufweist; 

(d) Nukleinsauresequenzen, die mit einer der unter (a) bis (c) angegebenen Nuklein- 
sauresequenzen hybridisieren und deren Gegenstrang fur ein Polypeptid kodiert, 
das die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocy- 
anins aufweist; 

(e) Nukleinsauresequenzen, die wenigstens 60 % homolog zu einer der unter (a) ange- 
gebenen Nukleinsauresequenzen sind; 

(f) Varianten der unter (a) bis (d) angegebenen Sequenzen. wobei die Varianten ge- 
genuber den unter (a) bis (d) angegebenen Sequenzen Additionen, Deletionen, In- 
sertionen Oder Inversionen aufweisen und fur ein Polypeptid kodieren, das die im- 



munologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin aufweist; 
und 

(g) Kombinationen mehrerer der unter (a) bis (f) angegebenen DNA-Sequenzen. 

2. Nukleinsauremolekul gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB die unter 
(b) Oder (d) angegebene Hybridisierung unter stringenten Bedingungen durchgefuhrt 
wird. 

3. Nukleinsauremolekul gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, datt das unter 
(e) angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 80 % homolog zu einer der unter (a) 
angegebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

4. Nukleinsauremolekul gemaG Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafi das unter 
(e) angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 90 % homolog zu einer der unter (a) 
angegebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

5. Nukleinsauremolekul gemaG Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dali das unter 
(e) angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 95 % homolog zu einer der unter (a) 
angegebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

6. Nukleinsauremolekul gemaS einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net. dafi es ein Desoxyribonukleinsauremolekul ist. 

7. Konstrukt. umfassend ein Nukleinsauremolekul gemaG einem der Ansprtiche 1 bis 6. 

8. Konstrukt gemaG Anspruch 7, weiterhin umfassend einen zur Expressionskontrolle 
geeigneten Promoter, wobei die fur ein Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane Oder 
ein funktionelles Fragment davon kodierende Nukleinsauresequenz unter der Kontrolle 
des Promoters steht. 

9. Konstrukt gemaG Anspruch 7 Oder 8. weiterhin umfassend eine fur ein Antigen kodie- 
rende Nukleinsauresequenz, die direkt mit der fur ein Hamocyanin. eine Hamocyanin- 
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Domane Oder ein funktionelles Fragment davon kodierenden Nukleinsauresequenz ver- 
bunden ist. 

10. Konstrukt gemaU Anspruch 9, wobei das Antigen ausgewahit ist aus; Tumorantige- 
nen, Virusantigenen und Antigenen bakterielier Oder parasitarer Pathogene. 

11. Konstrukt gennaU einem der Anspruche 7 bis 10. wobei das Konstrukt wenigstens 
einen Teil eines Vektors enthalt, wobei der Vektor ausgewSlilt ist aus: Bakteriophagen, 
Adenoviren, Vaccinia viren. Baculoviren, SV40-\/irus und Retroviren. 

12. Konstrukt gemSG einem der Anspruche 7 bis 1 1 , wobei das Konstrukt weiterhin eine 
His-Tag-kodierende Nukleinsauresequenz umfalJt und die Expression des Konstrukts 
zur Bildung eines Fusionsproteins mit einem His-Tag fuhrt. 

13. Wirtszelle. enthaitend ein Konstrukt gemaS einem der Anspruche 7 bis 12, wobei die 
Wirtszelle eine zur Expression des Konstrukts geeignete prokaryontische oder euka- 
ryontische Zelle ist. 

14. Wirtszelle gemSG Anspruch 13, dadurch gekennzelchnet, dalJ die prokaryontische 
Wirtszelle ausgewahit ist aus E. coli und Bacillus subtilis . 

15. Wirtszelle gemafi Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, dalS die eukaryontische 
Wirtszelle ausgewahit ist aus Hefezellen. Pflanzenzellen, Insektenzellen und Sauger- 
zellen. bevorzugt aus CHO-Zellen, COS-Zellen und HeLa-Zellen. 

16. Verfahren zum Herstellen eines HSmocyanin-Polypeptides, wobei das Nukleinsau- 
remolekul gemSB einem der AnsprQche 1 bis 6 und/oder das Konstrukt gemali einem 
der Anspruche 7 bis 12 in einer geeigneten Wirtszelle exprimiert wird und das Protein 
gegebenenfalls isoliert wird. 

17. Verfahren gemalS Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daU das hergestellte 
Hamocyanin-Polypeptid naturlich Oder chemisch modifiziert wird. 
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18. Verfahren gemali Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, da(i die Modifikation ei- 
ne Quervemetzung Oder eine kovalente Bindung an ein Antigen ist 

19. Verfahren gemaH einem der Anspruche 16 bis 18, dadurch gekennzeichnet. dafS 
die Expression in einer Wirtszelle gemaR einem der Anspruche 13 bis 15 durchgefuhrt 
wird. 

20. Hamocyanin-Polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz, die von einem Oder 
mehreren der Nukleinsauremolekule nach einem der Anspruche 1 bis 6 kodiert wird. 

21. Hamocyanin-Polypeptid gemaU Anspruch 20, umfassend wenigstens eine aus der 
folgenden Gruppe ausgewahlte Aminosauresequenz: 



SEQ 


ID 


NO:25 


(Htm Domane a + SIgnalpeptid), 


SEQ 


ID 


NO:26 


(HtHI DomSne b). 


SEQ 


ID 


NO:27 


(Htm Domane c), 


SEQ 


ID 


NO:28 


(HtH1 Domane d). 


SEQ 


ID 


NO:29 


(HtH1 DomSne e). 


SEQ 


ID 


NO:30 


(Htm Domane f). 


SEQ 


ID 


NO:31 


(HtH1 Domane g), 


SEQ 


ID 


NO:32 


(HtH1 Domane h), 


SEQ 


ID 


NO:33 


(partielle HtH2 Domane b), 


SEQ 


ID 


NO:34 


(HtH2 Domane c). 


SEQ 


ID 


NO:35 


(HtH2 Domane d), 


SEQ 


ID 


NO:36 


(HtH2 Domane e). 


SEQ 


ID 


NO:37 


(HtH2 Domane f), 


SEQ 


ID 


NO:38 


(HtH2 Domane g). 


SEQ 


ID 


NO:39 


(HtH2 Domane h), 


SEQ 


ID 


NO:40 


(partielle KLH1 Domane b), 


SEQ 


ID 


NO:41 


(KLH1 Domane c), 


SEQ 


ID 


NO:42 


(partielle KLH1 Domane d). 


SEQ 


ID 


NO:43 


(partielle KLH1 Domane e), 


SEQ 


ID 


NO:44 


(KLH2 Domane b). 
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SEQ ID NO:45 (KLH2 Domane c). 

SEQ ID NO:46 (partielle KLH2 Domane d), 

SEQ ID NO-.47 (KLH2 Domane g). 

SEQ ID NO:48 (partielle KLH2 Domane h), 

SEQ ID NO:63 (HtHI Domane a' + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:64 (HtHI Domane h'). 

SEQ ID NO;65 (partielle HtH2 Domane a) 

SEQ ID NO:66 (HtH2 Domane b'). 

SEQ ID NO:67 (HtH2 Domane d"). 

SEQ ID NO:68 (HtH2 Domane e'). 

SEQ ID NO:69 (partielle KLH1 Domane b'). 

SEQ ID NO:70 (KLH1 Domane e'), 

SEQ ID NO:71 (KLH1 Domane f). 

SEQ ID NO:72 (KLH1 Domane g), 

SEQ ID NO:73 (KLH1 Domane h), 

SEQ ID NO:74 (KLH2 Domane b"), 

SEQ ID NO:75 (KLH2 Domane c'). 

SEQ ID NO:76 (KLH2 Domane d'). 

SEQ ID NO:77 (KLH2 Domane e). 

SEQ ID NO:78 (KLH2 Domane f), 

SEQ ID NO:79 (KLH2 Domane g") 



Oder ein Fragment einer dieser Sequenzen, das die immunologischen Eigenschaften 
wenigstens einer Domane eines Hamocyanins aufweist. 

22. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid, erhaitlich durch das Verfahren gemaB ei- 
nem der Anspruche 16 bis 19 Oder Modifikationen davon. 

23. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemaB Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dali es die Sequenzen SEQ ID NO: 25 bis 32 umfalit und Hamocyanin 1 aus 
Haliotis tuberculata ist. wobei die Sequenz mit SEQ ID NO:25 durch SEQ ID NO:63 
und/oder SEQ ID NO:32 durch SEQ ID N0:64 ersetzt sein kann. 
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24. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemafi Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet. dafS es entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 33 bis 39 Oder die Sequenzen 
SEQ ID NO:65, 66. 34-39 umfaGt und Hamocyanin 2 aus Haliotis tuberculata ist, wobei 
Jewells SEQ ID NO:35 durch SEQ ID NO:67 und/oder SEQ ID NO:36 durch SEQ ID 
NO:68 ersetzt sein kann. 

25. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemafi Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet dad es ein scheinbares Molekulargewicht von 370 KDa in SDS-PAGE unter 
reduzierenden Bedingungen aufweist. 

26. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemali Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet daB es ein scheinbares Molekulargewicht von 370 KDa in SDS-PAGE unter 
reduzierenden Bedingungen aufweist. 

27. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemaR Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet. dali das Hamocyanin-Polypeptid entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 40 bis 
43 Oder die Sequenzen SEQ ID NO:40 bis 43 und SEQ ID NO:71 bis 73 umfaftt und 
KLH1 aus Megathura crenulata ist, wobei jeweils die Sequenz mit SEQ ID NO:40 durch 
SEQ ID NO:66 und/oder SEQ ID NO:43 durch SEQ ID NO:70 ersetzt sein kann. 

28. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gem^fi Anspmch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet. da(i das Hamocyanin-Polypeptid entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 44 bis 
48 Oder die Sequenzen SEQ ID NO:44 bis 46, 77, 78, 47. 48 umfaRt und KLH2 aus Me- 
gathura crenulata ist, wobei jeweils die Sequenz mit SEQ ID NO:44 durch SEQ ID 
NO:74. SEQ ID NO:45 durch SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:46 durch SEQ ID NO:76 
und/oder SEQ ID NO:47 durch SEQ ID NO:79 ersetzt sein kann. 

29. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemali einem der Anspruche 20 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet. dafl es kovalent an Viren, Virenbestandteile, Bakterien, 
Bakterienbestandteiie, DNA, DNA-Bestandteile, anorganische oder organische Molekule 
wie z. B. Kohlenhydrate Peptide und/oder Glykoproteine gebunden ist. 
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30. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemafS einem der AnsprOche 20 bis 29. 
dadurch gekennzeichnet. dali das Hamocyanin-Polypeptid nicht-glykosyliert ist. 

31. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemad einem der Anspruche 20 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, daft das Hamocyanin-Polypeptid glykosyliert ist. 

32. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaitend ein Nukleinsauremolekul gemaS 
einem der Anspruche 1 bis 6 und/oder ein Konstrukt gemaS einem der Anspruche 7 bis 
12 und physiologisch vertragliche Zusatzmittel, 

33. Pharmazeutische Zusammensetzung gem^S Anspruch 32, dadurch gekennzeich- 
net, daS sie zur gentherapeutischen Behandlung von Tumoren verwendet wird. 

34. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaitend ein Hamocyanin-Polypeptid nach 
einem der Anspruche 20 bis 31 und physiologisch vertragliche Zusatzmittel. 

35. Pharmazeutische Zusammensetzung gemaS Anspruch 34, dadurch gekennzeich- 
net, daS sie als Antiparasitenmittel, Antivirusmittel Oder als Antitumormittel verwendet 
wird. 

36. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet. 
dad sie zum Behandein einer der folgenden Erkrankungen verwendet wird: Schistoso- 
miasis, Bluthochdruck, Oberflachen-Hamblasenkarzinomen, Epithelkarzinomen, Ovari- 
alkarzinom, Mammakarzinom, Bronchialkarzinom und Kolonrektalkarzinom. 

37. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, 
da(J sie als Impfstoff verwendet wird. 

38. Pharmazeutische Zusammensetzung gemaB Anspruch 34. dadurch gekennzeich- 
net, da(i sie zur Kokain-Milibrauchsvorsorge verwendet wird. 

39. Verwendung von Hamocyanin-Polypeptid gemafi einem der Anspruche 20 bis 31 als 
Tragerstoff fur Arzneimittel. 
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40. Liposom, umfassend ein Nukleinsauremolekul gemafi einem der Anspruche 1 bis 6, 
ein Konstrukt gemaB einem der Anspruche 7 bis 12 und/oder ein HSmocyanin- 
Polypeptid gemaS einem der Anspruche 20 bis 31. 

41 . Liposom gemafS Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, daS das Liposom weiter- 
hin Zellerkennungsmolekule umfaSt 

42. Antikorper, erhaltlich durch Immunisieren eines Versuchstieres mit dem rekombi- 
nanten Hamocyanin-Polypeptid gemalJ einem der Anspruche 20 bis 31. 

43. Screening-Verfahren zum Identifizieren von Tumor-spezifischer DNA in einer Zelle 
umfassend: 

a) das Inkontaktbringen zellularer DNA und/oder zellularen Proteins mit einer Sonde 
umfassend die Nukleinsauresequenz gemali einem der Anspruche 1 bis 6 und/oder 
des Antikcirpers gemaE Anspruch 42 und 

b) das Nachweisen der spezifischen Bindung. 

44. Screening-Verfahren gemalS Anspruch 43. dadurch gekennzeichnet da(J der 
nachzuweisende Tumor Hamblasenkarzinom. Epithelialkarzinom, Ovarialkarzinom, 
Mammakarzinom, Bronchialkarzinom Oder Kolonrektalkarzinom ist. 
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Fig. 3a-c 
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Fig. 3d-e 
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Figur 4 

cDNA-Sequenz in Verbindunc miz In- ro" s" rukrur des HtHl 

GGCTTGTTCAGTTTCTACTCGTCGCCCTTGTGGCGGGGGCTGGAGCAGACJ^J^^CGTCGTCAG 

AAAGGACGTGAGTCACCTCACGGATGACGAGGTGCAAGCTCTCCACGGCGCCCTCCATGAC 

GTCACTGCATCTACAGGGCCTCTGAGTTTCGA.^.GAXATAACATC?TAXCA.TGCCGCA.CCAG 

CGTCGTGTGACiACAJi.GGGA.CGGAJ^.GATCGCCTGCTGTGTCCA.CGGTA.TGCCCA-GTTTCCC 

CTTCTGGCACAGGGCA-TA.TGTCGTCCAJLGCCGAGCGGGCACTGTTGTCCAJU^XGGAJiGACT 

GTCGG.2i-ATGCCTTACTGGGACTGGA.CGCA-.AACGCTGACTCACTTA-CCA.TCTCTTGTGACTG 

AACGCATCTACATTGACAGTAAAGGTGGAAAGGCTCAAACCAACTACTGGTACCGCGGCGA 

G ATA.G C G T T CAT C AAT A-AGAJ^.GA,C TGCGC GAG C T G TAG AT GAT CGCC TAT T C G AGAA.GG T G 

GAG C C T G G T C A.C T AC A.C AC AT C T T AT GG A.G AC T G T C C T C G AC GCTCTC GA-AC AG G AC G.^A.T 

TCTGTAJ^ATTTGAJLATCCAGTTCGA.GTTGGCTCATAATGCTA.TCCA.TTA.CTTGGTTGGCGG 

TAAA.TTTGAATATTCAATGTCAA-ACTTGGAATACACCTCCTACGA.CCCCATCTTCTTCCTC 

CACCACTCCA-^.CGTTGACCGCCTCTTCGCCATCTGGCA.GCGTCTTCA.GGAACTGCGAGGA.H 

AGAATCCCAATGCAATGGACTGTGCACATGAJi.CTCGCTCACCA.GCAJ^jCTCCAJ^-CCCTTCAA 

C AGG GAG A.GCAJ^.T C C A.G T C C A.GC T C AC AJLAGGACC AC T CGA.CA-C C T GC T GAX C T C T T T GAT 

T AC AAA.CAJIC TTGGA.TAX AG C TA.C GACAG CT TAJL2i.C C T GAJ-.T GGAJIT GAX GC CA 

T G AAAA.C A.GAJ^X T AG AX GAJ^.C G C C AC T C C AJLAGAJie G T G C G T T T G C AA^ 

TGGCTTTGGGGGTTCTGCCA-ACGTTGTTGTCTATGCATGTGTCCCTGA-TGA.TGA.TCCA.CGC 

AGTGATGAXTACTGCGAGA-^J^.GCA.GGCGAXTTCTTCATTCTTGGGGGTCA_AAGCGA-2:_ATGC 

CGTGGAGATTCTACAGACCCTTCTTCTATGATGTAJICTGAAGCGGTACA.TCACCTTGGAGT 

CCCGCTAJ^GTGGCCAXTACTA.TGTGAAJLACAGAJICTCTTCAjGCGTGAJ^.TGGCA.CA.GCA-CTT 

TCACCTGA.TCTTCTTCCTCA-ACCAACTGTTGCCTACCGACCTGGGAJLAG 



DoKiane b 

G T C AC C T T GAG C C AC CTGTG CAT CAT C G C C AC GAT G AC GAT C T T A.T T G T T C G AJlAAAATAT 
AGATCA.TTTGACTCGTGAJ^tGAGGAATACGA.GCTA-AGGATGGCTCTGGAGAGA.TTCCAGGCC 
GACACATCCGTTGA.TGGGTA.CCA.GGCTACAGTAGAGTACCATGGCCTTCCTGCTCGTTGTC 
CACGACCAGA.TGCAJlAAGTCAGGTTCGCCTGTTGTATGCATGGCA.TGGCA.TCCTTCCCTCA 
CTGGCAXCGGCTGTTCGTTA.CCCA.GGTGGAAGATGCTCTTGTA,CGGCGTGGA.TCGCCTATC 
GGTGTTCCTTATTGGGAC?GGA.CAA.2^A.CCTATGACTCACCTTCCA.GACTTGGCATCAA.ATG 
AGAC G T AC G T AG A.C C C G TAT G G AC A.TAC AC AT C AT AAT C C ATT C T T C A-AT G C AJuAT AT AT C 
TTTTGA.GGAGGGACAXCA.TCA.CA.CGAGCAGGATGA.TA.GA.TTCGAJ^J^.CTGTTTGCCCCA-GTC 
GCTTTTGGGGAGCATTCCCA.TCTGTTTGA-TGGAJITCCTGTACGCA.TTTGAGCAGGAJ^.GATT 
TCTGCGAXTTTGAGATTCAGTTTGAGTTAGTCCATAA.TTCTATTCA-TGCGTGGA.TAGGCGG 
TTCCGA-AGA,TTACTCCA.TGGCCACCCTGCATTACACAGCCTTTGACCCCA.TTTTCTACCTT 
CATCATTCCAJITGTCGATCGTCTATGGGCAA.TCTGGCA-AGCTCTTCA-AA.TCAGGAGA.CACA 
AGCCATATCAJiGCCCACTGTGCACA.GTCTGTGGAACAGTTGCCA-ATGA-AGCCATTTGCTTT 
C C C AT C AC CTCT T A-AC A-ACA-AC GAG AAG AC AC AT A.G T CAT T GAG T C C C G A.C T G AC A.TT T A T 
GACTACGA.GGA.AGTGCTGCA-CTACA.GCTA.CGA.TGATCTAA.CGTTTGGTGGGA.TGAJlCCTTG 
J^AX A.AA.T AX AAG AAG C T A.T AC AT C T C AG AC AAC AG C AT G AAC G AG T 

CCTTGCTG GAJITAGGA_AC AT C T G CA.C T TG T T GAC AT T T T C ATAA-ATA-^-AC C GGG GAJIC C>A 
CCACTCAAAGCTGGA-GATA-TTGCCATTCTTGGTGGTGCCAAGGAJLATGCCTTGGGCGTTTG 
ACCGCTTGTATAAGGTCGAAlATA-ACTGACTCATTGAAGACACTTTCTCTCGA.TGTCGATGG 

ag at ta.t g a.ag t c ac t t t t ajl^-at t cat g at a.t g c ac g g aaac gctctt ga.t ac g gac c t g 
attccaca.cgcagca.gttgtttctgagcca.gctcacc 
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InuTcn b/c 

GTPJ^-GTA.^J^.?TTACAAAATTTGGTG?TCTCTA.\CTATCCT.^^^^ 
TACCTATCTGCATA-^^.TGCAi^.TACCCTGACTCCATATAAGTATA 

AAAACAA^^.CAA^.TTGAAAA.CAAGAGTGGACGTGCTGTTATGATTTCTTTTTCATTCTTGGT 

TCGTTGTGTAATGCCACAGCCAGCA^TTCCAGATATATAGCGACGGTCTATGA^lTACTCCA 

GTCTGGACCAGACAATCGTGTGGAATGGTTTAGGCACATTATATCAAATTCATTGTTGA-.G 

ATA.TGAGTTATGAGGTCACAH.TGTTGTCTTGTTACCCCGTGTCAGTAGTGACGTCATTTCA 

TGACTGAA?lTCTCTTCAACGCCGTTTAGCA\TA21TAGGCTCAGTAGTATTC.A\CC^^^^ 

A\TCAGTAGAAA\TTCTCTATACTATTCTTATGTTGCATCCTGATATCCCTATGCAAAA^.T 

TAGTCATCTA^.TATAATCATTTTCGATAA^ITACTTTGGGCAAACAJ^^^^ 

ATTTTCTTTCAG 



CTACCTTTGAGGATGAAA^lGCACAGCTTACGA^lTCAGAAAAAZlTGTCGACAGCTTGACTCC 

TGA^.GAA^iCAAATGAACTGCGTAAAGCCCTGGAGCTTCTTGAAA^TGATC^^^^ 

GGATTCA^TCAGCTTGGCGCCTTCCATGGAGAGCCTAA^.TGGTGCCCTA^LTCCTGA^-GCGG 

AGCACA2.GGTTGCATGCTGTGTTCATGGCATGGCTGTTTTCCCTCATTGGCACAGGCTTCT 

TGCTCTCCAGGCGGAGAATGCTCTTAGAA^.GCATGGGTACAGTGGTGCTCTACCATACTGG 

GATTGGACTCGCCCCCTTTCCCAACTTCCTGATCTGGTTAGTCATGAGCAGTATACAGATC 

CTTCCGACCATCACGTGAAGCATAACCCGTGGT7CA2^.TGGCCACATCa^.TACAGT.^^^^^ 

GGATACCACCAGAAGCGTACGGGAGGATCTTTATCA\CAACCTGAATTTGGACATTTCACG 

GATATTGCTCA^ICAAGTCCTCTTAGCATTAGAACAZIGATGACTTCTGTTCGTTTGAAGTGC 

AGTATGAGATTTCCCATAJi.TTTTATCCATGCACTTGTAGGAGGAACCGACGCTTATGGCAT 

GGCATCGCTGAGATATACAGCATACGATCCAATCTTTTTCTTGCATCATTCAAACACCGAC 

AGGATCTGGGCTATTTGGCAATCCCTGCAAAA^ITACAGAGGCA-AACCGTACAAC^^^ 

ACTGCGCCATAGAATCTATGAGAAGGCCCCTGCA2^-CCATTTGGACTAAGCAGTGCCATTA2l 

CCCTGACAGA21TCACCAGAGAGCATGCTATCCCGTTTGATGTCTTCAACTA-TAGAGATA21C 

CTTCATTACGTATATGATACCCTGGA^-TTTAATGGTTTGTCGATTTCACAACTTGATAGAG 

AGCTGGAAAAA^TCAAGAGTCACGAA^GAGTATTTGCTGGATTCTTGCTGTCGGGGATTAA. 

AAA^-TCTGCTCTTGTGAA2lTTCGA?lGTTTGTACTCCACCTGATAATTGTCATAA2vGCAGGG 

GAGTTTTATCTACTCGGGGACGAAAAGGAGATGGCTTGGGCCTATGACCGACTTTTCA2lGT 

ATGATATTACTCAGGTTCTGGA2^GCAA^.CCATCTACACTTCTATGATCATCTCTTCATTCG 

CTACGAAGTCTTTGATCTTAAAGGAGTGAGTTTGGGAACTGACCTGTTCCACACTGCAA21T 

G T G G TAG AT GAT TCCGGCA GAG 

Int-ron c/c 

GTACGTGGATTTGATTACATAGCAATGCTATATGATTTCAGTAJ^-TTACA\CCTCAAGTCAT 

GTAGCCGTTTTAGATTGCATTACATCAAACAGCATTGGATTAAATTGGGGGATTGTCCAGG 

CCGCATTATGTTGCATTCCGA.AAKTAGTTTGTGTCCAGTGTCCACGTTTAAA\rTAA2lCCA 

TTTTA-.TCATATTAGGGATAATTTTA^-TAGATGTTATAGTGCTTTATTTCATATTGTTACA 

G T G GAG AG T C AC C AAG GAG AT AT T T T AC T C T AT AGAT AC AC,A^J^-C AC C A\T T AAA\C 

CTTTGGAA^^.GTCTAACTTTTTCCCCACAG 



Domane d 

GCACCCGTGATCGTGATAJICTACGTTGAAGAZIGTTACTGGGGCCAGTCATATCAGGA^IGA^^. 
TTTGA^.CGACCTCAATACCGGAGAAZ-.TGGAA^lGCCTTAGAGCTGCTTTCCTGCATATTCAG 
GAG GAG G G A^.C AT AT G AAT C TAT T G C C C AG TAG CAT G G C AAA.C GAG G C AA^.T G T C A^lT T G A 
ATGATCATA2LTATTGCGTGTTGTGTCCATGGTATGCCTACCTTCCCCCAGTGGCACAGACT 
GTATGTGGTTCAGGTGGAGA.21TGCTCTCCTAA:^^.CAGGGGATCTGGTGTGGCTGTTCCTTAC 
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TGGGAGTGGACTGCTCCCATAGACCATCTACCTCATTTCATTGATGATGCAACATACTTCA 

ATTCCCGAXAJICA.GCGGTACGACCCTAJICCCTTTCTTCAGGGGAJ^AGGTTAXTTTTG 

CGCAGTCACAACAAGGGACCCACAAGCCGGGCTCTTCA-ACTCAGA.TTATATGTA.TGA-GAJIT 

GTTTTAXTTGCACTGGAGCAGGAJLAATTATTGTGAXTTTGAJ^J^.TTCAXTTTGAGCTTGTT 

ATAACGCACTTCATTCCATGCTGGGAGGTAAAGGGCAGTACTCCATGTCCTCCCTGGACTA 

TTCTGCGTTTGATCCCGTCTTCTTCCTACATCATGCCAJ^XACGGACAGAXTGTGGGCA-ATC 

TGGCAGGA.ACTAXAA-AGATTCCGAGAACTGCCTTATG2iJiXAAGCGA-ACTGTGCAA.TC.^^^^ 

T CAT G CAT C A.AC C A C T G A-AG CCG7Z: C A.G T GAT C C A.C AT GA.GA-AT C A.C GAC?J^ G T C A C T T T 

G A-^AT ACT CA^^J^AC C AX AX GAX GG A-T T CG AC T AX C AG AAC C AC T T C G G AX AC A-^^^ 

.AACCTTGAGTTCCATCACTTAXCTATCCCAJ^XTCTTGATGCTACCCTGAJIGCAAAGGAGAJ^. 

ATCACGACAGAXTGTTTGCGGGCTTCCTTCTTCATAACA.TAXGAACTTCTGCTGACATAJIC 

TATCTAXATA.TGTCTGCCTGACGGACGGCGTGGCA.ATGACTGCAXTCA.TGAXGCGGGAACA. 

TTCTATAXCCTCGGAXGCGAJ^-ACAGAXAXGCCTTTTATCTTTGACCGTTTGTAXA-A^^XTTG 

AAAT C AC C AA-AC C AC T G C A.AC AG T TAG GAX T C A-AG C T G CAX G G T G GAX T T T T C GA-AC T G GA. 

GCTTGAGATCA-AGGCATAXAAXGGTTCCTAXCTGGAXCCCCATAXCTTTGAXCCA_ACTAXC 

AT C T T T G A.AC C T G GA-AC AX- 
Intrcn d/e 

G T A_AT G C C AX C T T AAT AX AG TTCGTTCGT T AJLAT TAX AT AX G T T C G T T T AC A-AC AC CAT AC 
CTTGAATTGAXGTAJ^XAXAXCAXTTGAXATTGAXA-ATGTAJITGGTAJITTGTTCTTGTTTGT 
AJLAACCGTTTCTGGGGTGTTTAXTCAXTAXCCACCTGGTGGAXAXTGAXTAJ^-ACACATTCG 
GTTTA.ATATGGGTAXCTAJlTGGAXAXTGA-AGTGTGCTGGCTAXGCAGAXAXCTTGGTTTCT 
GTGAJlTGGAGGTAXTAGA-AAGGGGTTTTGAXGAXTGCAG 



Domane e 

AXAXCCAXAXCTTGGACCACGACCAXGAGGA.AGAXAXACTTGTCAGGA-AGAJITAXAAXTGA 

TTTGAXCCCAAGGGAXAXGGTTTCTCTAXTCAJ^JIGCTTTGCAJUAGAJITGAJ^GAJ^X 

TCCGCTGAXGGGTACCA-AGCCAXTGCCTCTTTCCATGCCCTGCCACCAXTCTGTCCCA-ATC 

CATCTGCAGCTCACCGTTAXGCTTGCTGTGTCCAXGGCAXGGCTACATTTCCCCAXTGGCA 

CAGACTGTACACTGTTCAGGTTCAGGAXGCCCTGAX-GAGACAXGGTTCACTTGTTGGTAXT 

CCTTAXTGGGACTGGAXAJiAJLCCAGTCA-ACGAGTTAXCCGAGCTTCTTTCTTCAXCAAXAX 

TTTAXCAXCCAJlTCCGGAJITAXTAJLTAXTTCA.A-ATCCAXTCCTCGGGGCTGAXAXAXAJ^XT 

TG-AAGGACCGGGCGTTCAXAXAGAXAGGCACAXAJlATACTGAGCGCCTGTTTCAXAXTGGG 

GAXCATGAXGGAXACCAXA-AXTGGTTCTTCGAAACTGTTCTCTTTGCTTTGGA_ACAXGA-AG 

AXTACTGCGA.TTTTGAJLATACA-ATTTGAGAXAXCCCAXAATGGCAXCCAXAXATGGAXTGG 

TGGAJiGCGCAXTAXAXGGCAXGGGAXAXCTTCAXTATGCAXCATATGAXCCA-ATTTTCTAX 

AXCCACCAXTCACAGACGGAXAGA.ATAXGGGCTA.TTTGGCAAGAXCTGCAXA-AGTAXAXGG 

GTCTAXCTGGTTCGGAJLGCAJ^-ACTGTGCCAXTGAJlCAXAXGAXA-ACAXCCTTGA-AGCCTTT 

CAGCTTTGGGCCAXCCTACAJ^XTTGi^J^XAGTCATAXGCJ^J^XAATAXTCAJLAGCCTG-^^^ 

ACGTTTGAXTAXA-AGA-AGTTTGGAXACAXAXAXGAXAGTCTGGAJ^XTGGAGGGGCGATCA-A 

TTTCTCGCATTGATGAJ^XTTAXCCAXCAXAGAXAGGAXAJLAGAXAGAACTTTTGCAGGGTT 

CCTCCTTA-AAGGTTTTGGTACAXCCGCAXCTGTGTCATTGCAAGTTTGCAGAGTTGATCAC 

ACCTGTAA.AGAXGCGGGCTAXTTCACTAXTCTGGGAXGAXCAGCCGAJLATGCCAXGGGCAT 

TCGACAGGCTTTAXAJ^XTAXGACAXTACTAJlAAXTCTTCACGAXAXGAAXCTGAGGCACGA 

GGACACTTTCTCTATAXACGTAJ^XTAXCAXGTCTTACAJITGGAJICAXTAXTCTCGGGAXAC 

C T CAX T C AGAX GZCZTC C AX TAX AT T T G T A.C C T G GAX G C C 

In-ron e/f 

GTGAGTAXCTGTTTGCACTAJ^XAXTTCTGTAXGCTAJLAAGTGTAJ.GAJ^Ji-XAXCA„^^^ 
TCA^ATTCACCCAjLACTTGA_AA.ACGGTAXCTAXAXAGGTTAACTTTTTGTCTACAXTAJi-^^^ 
GAAC AX AXC TAX AC AX T T CAX GAA-AT GAT C T C T C A-ATAX T T TC C AX CA-AC AG 
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Domene f 

AT AAAC T C AAC T C A.C G GA.^-AC AT AC AC C T A-AC AGAG TCCGC CAT GAG C lAAG TAG C C T T A G 
TTCCCGTGACATAGCJ^A.GCTTGAAGGCAGCTTTGACA-^.GCCTTCAACATGA.TAJ^.TGGGA.CT 
GATGGTTATCAAGCTATTGCTGCCTTCCATGGCGTTCCTGCGCAGTGCCACGAGCCATCTG 
GACGTGAG 

In-ron f (1) 

GTAAATTTAXAGAGCTTTA.TGA-^.GTGTGTTCA.GA.GTGAJ^X-A.GACCAJ^.GA.TAT 

Ci^AA,\CTAGCTAGCAJlCA.GA.CGATTTCACTTGTTTCGGACACTTTGTATTATACGTTGGAT 

CCC.A^LGGTAJlACGGAAJ^XGTAJlCCGAGAJ^.TCAGTCCGTJ^JlAGTGAGTGA 

CTTA-ACGTCGCACTCAGCAJITACCCCA.GCTATGTGGCGACTCTCAGA-TTTACTGCTGGAGG 

AGAACCTACATAGCCCGGTTTA-ACCCGTGTGGTA-TGTAGTA-AGACCAGCGCGGCATGGCTG 

GTATCTGACGGACGAA.GGGTGGCGCTGCACGTA.TTCCA.GTGGTA.CAACACTGCA,CCCC.^-AT 

TTCACCGACCGGA.GAACTGA.TCTCCCCTTCGGAGA.TATCGCCTGCCTTCCA-CGGGATTCGA. 

AXTCGGTGA.CCTTCA.AGCCAGCGCGCTTCTA.GCGGGGGCGATTAGA.GGTTNAJIGGCCGACG 

GCTCTAXCA.CCTTAJICTA.TCCCCCGGCCCCACTCCTGACGGAJIATGTTTA.TA-ATTCA.GCCT 

TTGTTTTCTTA-TTAJL^CACTCTTGGCAGATTTTCTA.TAGATA-ATGGA.TTCACA.TGTAGA-CA. 

GTCTCCCATTGTTGTAACTGGTAGTCAJi.GAX-TTA.GAJlTCTGAATACA.TTCTCCAJlGATGGA 

T C AAG G AAAAC AAT AA.T T A,C T T GAT GTTG CAG 



Domane f ( 2 ) 

A^TCGCCTGTTGCA-TCCACGGCA-TGGCGACGTTTCCTCA.CTGGCACCGGTTGTACACTCTGC 
AGTTGGAGCAAGCGCTGCGCAGA.CACGGGTCCAGTGTTGCTGTTCCA.TACTGGGACTGGA.C 
CAAGCCAATCACCGAJICTGCCACACA.TTCTGACAGA-CGGAGAATA-TTA.TGACGTTTGGCA-A 
AJITGCCGTCTTGGCCAATCCGTTTGCAJVGAGGTTA.TGTGAJLAATTA-AAGATGCA-TTTACGG 
TGA.GAJ^ATGTCCA.GGAJ^JvGTCTGTTCAAJiATGTCAJlGTTTTGGAJ^J^^ 

TGACCAGGCTTTGTTGGCTCTTGAACAJ^JiCTGACTACTGTGACTTCGAAGTTCAGTTTGAA 

GTGA.TGCATAACACGATCCA-TTATCTCGTA.GGA.GGGCGTCAAA.CGTAXGCCTTCTCCTCTC 

TCGAGTATTCCTCAlTACGA.TCCAJITCTTCTTTA.TTCACCACTCGTTTGTTGACAJLAATATG 

GGCTGTATGGCAAGAJvCTGCAJLAGCAXGAGACA-TCTAXAGTTTAGAJi.CAGCTGATTGTGCT 

GTGGGCCTCATGGGTCAGGCA-A.TGAGGCCTTTCA-ACAJlGGA.TTTCA-ACCACAJiCTCGTTCA- 

CCAJIGAJ^.GCACGCAGTCCCTAJITACAGTA.TTTGA-TTA-TGAJIGA_TCTTGGCTATAJ^XTA.TGA 

C>ACCTTGAA.ATCA.GTGGTTTA-AACTTAJiJLTGAGATCGAGGCGTTAATAGCAJL^^^^ 

TCACATGCTAGA.GTCTTTGCTGGGTTCCTGTTGTTTGGATTAGGAACTTCGGCTGATATA.C 

A.TCTGGAAATTTGCAAGACA.TCGGAJL2LACTGCCA.TGA.TGCTGGTGTGA-TTTTCATCCTTGG 

A,GGTTCTGCAGAGA.TGCA-TTGGGCA.TACAACCGCCTCTACAJ=.GTA.TGACATTACAGAAGCA. 

TTGCAGGAJITTTGACATCA-ACCCTGA.AGATGTTTTCCATGCTGA.TGAACCA.TTTTTCCTGA 

GGCTGTCGGTTGTTGCTGTGAJLTGGA.ACTGTCATTCCATCGTCTCA.TCTTCA-CCAGCCA.AC 

G A.TAJLT C TAT GA.AC CAG G C GA-AG 

Intron f/g 

GTGA.GATATATGCAJJ^.TTGA-ATGTTGTCCA.GATGCGTTGTTTACATTTATATGCTTGGAAT 
TGTCCTGA.2iCGAA.TACAGTGGA-ATAJ^CCAJL^jLGCTGA-AAA2lTA^^^ 

TCTGAJ^.TTTGTCA.GTATTGCTGACCCAJU^lAACACGTTATCCATGTCGAXACTATATTTGCC 
TTTCTGAATCTGA.GACTGCGTTA-TGTTTCTAJiTAJlTCACGAAATA.TGGTATACA.GGTTGTG 
TATCTGTAGAATA-CCCAAGGCA.GAJ^-TTTAAAGGGTCACACCCTGTTTA«ATACA.G 



wo 00/55192 



11/29 



PCT/EPOO/02410 



Dcrnane c(l) 

ATCACCA7GACGACCATCAGTCGGGAAGCATAGCAGGATCCGGGGTCCGCAAGGACGTGAA 
CACCTTGACTA.AGGCTGAGAXCGACAA.CCTGAGGGAGGCGCTGTGGGGTGTCA.TGGCAGA.C 
CAXGGTCCCA-ATGGCTTTCAJ^.GCTATTGCTGCTTTCCATGGAJL^_ACCAGCTTTGTGTCCCA 
TGCCTGATGGCCACA.ACTACTCATGTTGTA.CTCACGGCATGGCTACCTTCCCA-CACTGGCA 
TCGCCTCTACACCAAGCAGATGGAGGATGCAJ^i.TGAGGGCGCATGGGTCTCA.rGTCGGCCTG 
CCCTACTGGGACTGGACTGCTGCCTTCAXCCACCTGCCAACACTGGTCACCGACACGGACA 
ACAACCCCTTCCAACAT 

In'crcn g(2} 

GTJ^AGAGCGGGGTAGGGA.TGGGGTGGTA.GGGGGTGGGTTGTTCTA.TTA.CTTCCCGCTTCA.C 
TTGTATGA.AATGGA.TA-.ACCTTGGCTGCA.TCCCAJITTGCGTGATCGA.TTCTCTTTCGATTCA_ 
CTCGTGCGATTAGA.CTGCCTTATTTACTATAGTAGTTA.G.--ATGTTGCTCA.GTGCGCCGTTA 
AJICAJICTAATACAXAJJUVCCGCATTTGTTTTATA.TGGTCACTCT^^ 

TGTATGTTCCGA.CTCA.CTGGTTGG?GCGTACCA.TTCTACTGTCACA.CTGA.GA.GCCA„ATGTT 

C T GAGA" G T G T -GA.A:^.? GTTT GAJL-.G C C G T T T C T ACA.T A-^.TA.T T G G A.G GAAT A,C G A.T T G T A.G 

AJITGTAGTCA-AACA^GGTA-AGAJITCTGTTA.GTGA.GGGGAGTTCGAGGTTGCGTTGTAGGGTG 

TAGTCCAA.CA.GGTA.GGGA.GTCGA.TAAGCA.TAGTTTTTAAGCA.TTTTAGATCA.TGTATAJ^^^ 

AJ^XCACATGGTTA.GCCGCTA.TGTTTAGTTTAATCCA.GTA.TAJ^.GTTA.GAACTGTT^^^ 

GA,AGGGAAGTGAGTAJLATCCTTATTCCTTGACTACCA.?TTAJLTAGA.TTTCCCAJlTGA^ 

ATTCAJLCTCCTA_ACTTTCA.CA-TCACTGCTCTCTTGA-ACAG 



Domane c ( 2 ) 

GGAGA.CATTGATTATCTCAATGTCA.GCA.CJ^-ACTCGATCTCCCCGA.GA.CATGCTGTTCAACG 

ACCCGGAC^A-TGGA.TCA.GAGTCGTTCTTCTACAGACAAGTCCTCTTAGCTCTGGAACA.AAC 

TGA.TTTCTGCAJLATTCGAJiGTTGAiGTTTGAGATAJvCCCACAJ^-TGCCA.TCCATTCCTGGACA. 

GGTGGGCAGAGGCGCTACGGAJITGTCCAGTCTCGA.CTTGAGTGCCTAXGATCCTCTCTTCT 

GGCTTGAGCA,CTCGAJICACGGA.CAGAA.TGTGGGCTGTCTGGCAJ\GCTTTGCA«AGAJlTAGAG 

AGGA.CTTCCA.TACAACCA.TGCCAJ^-TTGTGAGA-TCCA.GGCAJITGAJLAAGGCGCCTGAGG 

TTCAG?GACGA.TA.TCAJ^-CCACAJiCCCAGTCAXAAiA.GGCTAJiCGCGAJlGCCA.TT^^^ 

TCGAGTATAJLTCGGTTGAlGCTTCCA.GTA.CGAGAJ^XCTCATCTTCCA.TGGA.TACA.GTATTCC 

GGA.2^XTTGATCGGGTGCTTGAJlGAJL2i.GAJAAGGAGGAGGAXAGAAXATTTGCTGCCTTCCTT 

CTCAGTGGAATCAAGGGTAGTGCTGATGTAXTGTTCGAXA.TATGCCAGCCAGA.ACACGA-AT 

GTGTGTTCGCA.GGGACTTTTGCGA.TTTTGGGAGGGGA-GCTA-GAJLATGCCCTGGTCCTTCGA. 

CAGA.CTGTTCCGCTA.TGA.TA.TCACGAAGGTGA.TGA-AGCAGCTAiCACCTGAGGCATGA.CTCT 

GACTTTACCTTCAGGGTG.AAGA.TTGTCGGCACCG.ACG.ACCACGA.GCTTCCTTCAGACAGTG 

TC-A.2^-AGCACC.AACT.ATTGA.ATTTG.AACCGGGCG 

Inrron g/h 

GTGA-GTA.CGAXAGGC.ATTTCT.AGTAJlAA.ACCTACTTTTGGT.^JLAAGGTTCG-AGA 

TGAJ^.GC.JL2iCAJi.CATGA.TTTTGT.A.ACGCCTATT.ACA.CGTGAJ^XA-TGTCAC.ACCCGGTGA 

CGTTT-AATGG.ACATGCCTCTGTTAA.TGAJLAGGGGT.AAGTA.CATGTGTA_TGGGGATGGGA.TG 

GGA.GCC.ACCTGTCCC-A^-TTTC.ATAGGTCCCTAGGA.TCCC.AGTTGCGT.AGG-A.ATCCCCTGAT 

TAATGCCTTGTGA-ATTCCTCCTGG.AATTGTCCTGGCCCA-AATTTTTAX.AAACCCGCCCCGA 

TA.T.ACCTTGGAJlAT.^ATTGGGCCT.AAGGGTGGGGCTTTTAJ^GG-ACCAAGAJICCCAACCTA-^^ 

.ACCCCAJ^.CCCATTTTTTCCC.ACCC.ATTCC.AGGTTTTGTTTTACC.AAATAAJ^JLAGGTTTCCA 

CTTTGAGGAJLACCCTTTAJIGGGTTCTTTTCAGGGCTTTTTTTCTTTTCTGGG.AATTCCA.AT 

TCCGGGGGAJIC.AAAATACA.TAT.ATTTCAC.AGACCTTTGGTC.AAATTTA.TA.T.AATTTCCGAC 

TTCATGTCATAGGTTTGTCTTTCTTCCTACACAG 
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tgcacagaggcgga-i^z^xcacgaagatgaacaccatgatgacagactcgcagatgtcctg^^^^ 

c ag ga-aaga-ag t t g ac ttcctctccc7g c aag ag g c ca-ac g c aa.t t a_ag gat g c ac t g tag 

.a;^gctcca.ga-atgacgacagtajlagggggctttgaggccata.gctggctatcacgggtatc 

cta.^-tatgtgtcca-ga-^a.gaggtaccgacj^a.gtatccctgctgtgtccacggaj^.^ 

gttcccccactggcaccgcctgcatacca.ttca.gatgga.gaga.gctctgaaajlaccatggc 

tctccaatgggcattccttactgggattggacaaagaagatgtcgagtcttccatctttct 

TTGGAGATTCCA.GCAACAJVCAJ^CCCTTTCTACAJLATA-TTACATCCGGGGCGTGCAGCAC 
.^^u^X AAC C AG GGAC AT TAJ^-T CA.G A.GACT C TT T AJIT CAJL\C C.^^^ 

CTA.TA.TTAXCTAJ^XTCTGCAJ^-GTCCTGGAGGAAAACTCGTACTGTGAXTTTGA-AGTTCAGT 
ATGAGATCCTCCATAACGCCGTCCAXTCCTGGCTTGGAGG^^J^XTGGA-AAGTA.TTCCATGTC 
TACCCTGGAGCATTCGGCCTTTGA.CCCTGTCTTCA.TGATTCA-CCACTCGAGTTTGGATAGA 

GTG CT G GC GA.CA.GAC T TAT GA.AAGA.C C C C CT GC AT C C C T TC J^-AC TAG GA-AAC C G T T-^.ATGA 
AGATGAATTCA.CCCGCATCAACTCTTTCCCA.2^.GCA.TA.CTGTTTGACCA.CTACAGGTTC.A^IC 
TAT GJ'-ATAC GA.TAJ^.C AT GAGA-AT CAGGGGT CAGGACP.TACAT GAAC T TGA-AGAGG TAJITT C 
AGGAJ^-TTAA.GAJL-.CAAA.GA.TCGCATA-TTTGCTGGTTTTGTTTTGTCGGGCTTA^^ 

agctacagtgaa;^gtattcattcattcgaaaaacgatacaagtcacgaagaatatgcagga 

GAATTTGCA.GTTTTGGGA.GGTGA.GAJ^GGA.GA-TGCCGTGGGCA-TA.TGAJIAGAJ^.TGCTGA 

TGGAXA.TCTCCGA-TGCTGTAXACAAGCTTCACGTGAJl:^-GA.TGAJLGACA.TCCGTTTTAGAGT 

GGTTGTTACTGCCTAXJ^AjCGGTGACGTTGTTA.CCA.CCAGGCTGTCTCA.GCCATTCATCGTC 

CACCGTCCAGCCCA.TGTGGCTCA-CGA.CATCTTGGTAJLTCCCAGTA-GGTGCGGGCCATGACC 

TTCCGCCTAAA.GTCGTAGTAJlAGA.GCGGCACCAA-AGTCGAGTTTA.CA.CCAATA^GA.TTCGTC 

GGTGAACAAAGCAA.TGGTGGA.GCTGGGCAGCTA.TACTGCTATGGCTA.AATGCA-TCGTTCCC 

CCTTTCTCTTA-CCAXGGCTTTGAACTGGACAJLAGTCTACA.GCGTCGA.TCA.CGGA.GA.CTACT 

ACA.TTGCTGCA.GGTACCCACGCGTTGTGTGAGCAGA-ACCTCA.GGCTCCA.CATCCAXGTGGA 

ACA.CGAGTA.G 



3 ' UTR 
TTCACAG 
Inzror: UTR 

GTGAGGAGAAGGCCCCAGGCTAGCAGGGCAJLTGGA.TGAJIGGAJlATAGGGGCAJ^JI^ 

G C A.G T tag AC C A.T C GACA.T T T C C A-\C CTCC7 C A.G AAAC TAJlTA.T A.T AG C C T TAA.T AC AAC C 

AGCCAAGACTCA-ACGGGCA.GCCGGGGTGGGGGGA.TTTGGTGGTCGCTGTTTCAGA.CCA.GGG 

TGCAJL^LATATCAGTGCGCAJ^JLTCAJICA.TGTTGCGTGTCAGACACTGAX^^^ 

AACCTGCAGA.CCCATA.ACA-GGAJ^-AATGGGGCAGA.TAXGATCAJLAGAXA,GTGTA-^^^^ 

AT AA.G T AG G C AT AT G C 2^AX C AC C T G A.T G G AAAT G AAJLAG G G G Ti^^^^ 

CCA-AAGGTCCJ-A.TGGTTCCTTAACCCA-GCTTACGCTATCCCTCTAA.TTTCAGTA.TTGA.GCT 
GATTTCTGTCGAGTTCATGTAJ^-ACTGTATA.CTTTCTGTATTA.TTACAG 

3 ' UTR 

GTT GC T AT GC C GA.CT GC G C T A.T AT T G G T GAA.C GAGA.C GAT GA.GGA.CA.T ZTZT G A-AAG AG T T 

CGCC-^AGTGATGTGTAGGTCACGGAJ^XTA.TTGTTGAGCTAACAJ^.TA.TGATGATTTCAA^^^^ 

GACTTGGCGCTCTAXGACAJ^AGACA.TA-ATTCATCA.GCACCCTGTGCA.CCA-ACTCTTTGTTT 

GCTGCAJL^XGTCTGACAJ^X-CGACAXGTCA.ATCAJiCAJiGCTGTTCAJ^A^ 

ACTAGAJLTCGTTGGGCCATCGTTCAXAJ.A.GTATTGACAGATGTCA.CACA.TGA.TGGCGAG-Ai 

AC ACT T TAGAAX TT TTA.AT GA.C C TA.GA.G TGAC T T G TA-AAT AT GTAJ^-ATATA.T T C TT C--JJIG 

ACTCAXCTGAJ^XTATTGTTGGATA-ACAXA.TCA-ATTCCCTCAACAJlAATGCTTTA.TCTTCAC 

ATGGATGTATGT.^LATGTGGCCGGCAATA-^AGTA.TA.TATATGTA.TAJ^^^^ 

A 
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Abqeleirete Primar st rukzur des HtHl 



Signaipep-iic 
LVQFLLVALVAGAGA 



Domane a 

DNVVRKDVSHLTDDEVQALHGALHDVTASTG?L5rZDITSYHAA?ASC3YKGRKIACCV^ 

H?SF?FWHRArvVOAZ?A.LLSKRKTVGM?YwDWTCTLTHL?SL^^^ 

wYRGEIAFINKKTAPJ^A'DDRLFEKVZ 

YLVGGKFF Y SMS NLF YT S YD? I FFLHH S N'VDP.L FAI WQRLQE LRGKNPNAHDC*^^^^ 
LO?FNRDSN?VCLTKDHST?ADLFDYKQLGYSYDSLNLNGMT?EQLKTELDERHSKERAFA 
SFRLSGFGGSA2vVWYACV?DDD?RSDDYCEKAGDFF:LGGQSEH?WRFYR?FFYDVT^ 
HHLGV?LSGHYYVKTELFSVNGTALS?DLL?Q?TVAYR?GK 



Doiuane b 

GHLD??VHHRHDDDLIV?JKNIDHLTREEEYELR2^ALE 

PRPDA-KVRFA.C CHnGViAS FPKWHRLFVTQVEDAJLVRRG S P I GV? YWDWTKPHTHLPDLASN 
ET WDP YGHTHHNPFFNAJs'I S FEEGHHHT SRMI DSKLFAPVAFGEHSHLFDGI LY.^^J^EQED 
FCDFEI QFELVHNS IHAWI GG SEDYSKATLI-IYTAFD? I F YLHHSN\rDRLWA.I WQALQIRRH 
KPYQAHCAQSV3QL?MK?FA^?S?LNN^KTHSHSV?TDIYDYEEV^?:YSYDDLTFGGMN 
EEIEEAIHLRQCHERVFAGFLIJlGIGTSAJLAajIFINK?GNO?L:<AGDIAIL^ 
DRLYKVEITDSLKTLSLDVDGDYEVTFKIHDHHG1^L2U.DTDLI?HAAW5E?A^ 



Donane c 

?TFEDEKHSLRIRK2v'\rDSLT?EET>%^LRKALELLENDHTAG 
EHKVAC CV-H GI^\VF ?H wHRLIJlLQAENAL^^^^^ 

?SDHHVKHN?vvFNGHZDTVNODTTRS\rREDLYQQ?EFGHFTDIAQQVLLALEQDDFCSFEV 
QYEISr^vFIrLALVGGTDAYGMASLRYTAYDPIFFLHHSNTDRIWA 

NCAIESl^RPLQPFGLSSAINPDRITREHAIPFDVFNYRDNLHYVYDTLEFNGLSISQL^ 

ELEKIKSr:ERVFA.GFLLSGIKKSALV"<FEVCTPPDNCHKAGEFYLLGDEK^M^^ 

YDI TQVLEANHLHFYDHLFI R YEVFDLKGVS LGTDLFHTAWVHDSGT 



DoxTLane c 

NDHNIACCVnGHPTFPQWHRLYWQv^NALLNRGSGVAVPYWEWTAPIDHLPHFIDDATYF 
NS RQQR YDPlv ? FFRGRVT FENAVTTRDPQAGLFNS D YMYEWLLAJLEQENYCDFE I QFELV 
HNALHS>aGGKGQYSMSSLDY5AFDPVFFLH?lANTD?.^^^^ 

li^QPLKPFSDPHENHDNVTLKYSKPQDGFDYQNHFGYKYDNLEFHHLSIPSLDATLKQRR 
NHDRVFAGFLLHNIGTSADITIYICLPDGRRGNDCSHEAGTFYILGGETEMPF^FDRLYKF 
EITKPLQQLGV:<LHGGVFELELEi:<AYNG£YLD?HTFDPTIIFE?GT 



DoiTiane e 
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DTHILDr:DHZZEILVRKNIIDLS?RZRVSLVT<ALQR^m^ 

? SiL^U-IR YACCVHGl^^-T FPQWHRL YTVQVQDALRRHG S LVG I ? YWDWTKPVNEL PELLS SAT 

FYHPIRNINISNPFLGADIZFEGPGVHTERHINTERLFHSGDHDGYHN^^^ 

DYCDFEIQFEI.^J-IIviGIHTVvIGGSAVYGMGHLHYASYDPIFYi:^^^^^ 

GLSGSEANCA.IEr2^RT?LK?FSFG??YK*LNSHTQEYSK?EDTFDYKKFGYRY'DSLELEGRS 
ISRIDELIQQROEKDRTFAGFLLKGFGTSASVSLQVCRVDHTCKDAGYFTILGGSAEHPWA 
FDRLYKYDI TKTLHDMNLRI-IEDTFS I DVT ITS YNGTVLSGDLI QT PS 1 1 rJPG?. 

Domane f 

hklnsrkht pnp.vrhe l s s l s s p.di a.s lkaalt s lqhdngt dg yqai a.afhgvpaqche ? s 
g?vEiaccihgkatfphwhrlytlqleqalrp.hgssvavpyv:dwtk 
vvv qnavlan ? f j^^.g yvt< i loaftvr wqe s l fkks s f 
qfevmhntihylvggrqtyafssleyssydpiffihhsfvdkiwav^^^^ 

DCAVGLMGQAi^vPFNKDFNHNSFTKK^lVv?NTVFDYEDLGY'^^ 

KRKS:dARVFAGFLLFGLGTSAJDIHLEICKTSENCHDAG\'IFILGGSAE2^n^^^ 

TEAJLQEFDINPEDVFHADEPFFLRLSWAWGTVIPSSHLHQPTIIYEPGE 



Dcrrtc.ne c 

dhhddhqs g s i ag s gvrkdvnt ltkae tdnlrea.l wgvhadh g png fqai a-afhgkpai.c ? 
mpdghnysccthg2^atfpr:whrlytkqmedaj^^^ 
nn?fqhghidylnn7sttrsprdmlfndpehgsesffyrqvt,laleqtdfc 
aihswtggkspygmstldfta.ydplfwlhhsntdriwavwqaxqeyrglpyn:^^^ 

KT ? LRP FS DD I }>rrJ<l^'\n: KAt^A-XPLDVFE YNRL S FQ Y DNL I FH G Y S I PE LDRVLEERKEEDR 
I FA-AFLLSGIKRSADWFDI CQPEHECVFAGTFA.I LGGELZHPWS FDRLFRYDITKVMKQL 
HLRHDSDFTFRVKIVGTDDHELPSDSVKAPTIEFEPG 



Domane h 

VHRGGNHEDEHHDDRLAJjVLIRKEVlDFLSLQEAI^^^^^ 

PNMC PERGTDKYPCCVriGMPVFPHWI-IRLHT I QMERALKNHGS PMG I P>^^^^ 

FGDSSNNNPFYKYYIRGVQHETTRDVNQRLFNQTKFGSFDYLYYLTLQVLEENSYCDFEVQ 

YEILHNAVliSWLGGTGQYSMSTLEYSAFDPVFMIHHSSLDRIWILWQKLQKIRI^ 

CAGDRLMKDPLHPFNYETvn^jEDEFTRINSFPSILFDHYRFNYEYDN^.IRGCDIH^ 

QELRNKDRIFAGrv^.SGLRISATVKVTIHS^a^'DTSHEEYAGEFAAaGGEK^ 

LDISDAVHKL?rv"OEDIRFRVV^v/TAYNGDWTTRLSQ?FIV>IR?A^^^^^ 

LPPKWVKS GTKVEFT? I DS S V1n"<AI^^LGS YTAJ^^CKC IV??TS YHGFELDKVYSVDHGDY 

Y lAAG THALCE QNLRLH I HVE HE 
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cDNA-Sequnz in Verbindunc zv.iz In" rons" rukrur des HtH2 



Domane b 

CACAGACTGTTCGTCACCCAGGTGGAAGATGCTCTGATCAGGCGAGGA7CGCCTATAGGGG 

TCCCCTA.CTGGGACTGGA_CTCA.GCCTATGGCGCATCTCCCA.GGA.CTTGCA.GA.CAACGCCAC 

CTA.TAGAGA.TCCCATCAGCGGGGACA.GCAGACACA-ACCCCTTCCA.CGA.TGTTGA-AGTTGCC 

TTTGAJ^JlATGGACGTAXA,GAJ^.CGTCACCCAGATAGTA.GA.TTGTTTGAACAJICCTTTA.^ 

GCAAACATACGCGTCTCTTCGACAGTATAGTCTATGCTTTTGAGCAGGAGGACTTCTGCGA 

TTTTGAAGTTCAJ^.TTTGA.GATGA.CCCATAJ^.TAA-TATTCAXGCCTGGA.TTGGTGGCGGCGAG 

A-AGTA.TTCGA.TGTCTTCTCTA-CA.CTACACAGCCTTCGACCCTA.TCTTCTACCTTCGTCAXT 

CCAJ^.CA-CTGAXCGGCTCTGGGCAJITTTGGCAAGCGTTGCA.GA.TACGAJIGAJ^JLC^^^^ 

CAJVGGCTCA.TTGTGCTTGGTCTGAGGAJ^XGCCA,GCCTCTCA-AACCTTTCGCCTTCAGTTCC 

C C AC T G AAC AJ:^.CAJlC G AJ^-AA.AC C T AC G.^^^^ 

AAGGAGTCCTTGGCTATACTTATGATGACCTCAACTTCGGGGGCATGGACCTGGGTCAGCT 
TGA.GGAJlTA.CA.TCCA.GA.GGCAGA.GA.CA.GAGAGA.CAGGA.CCTTTGCTGGTTTCTTTCTGTCA 
C AT A-T T GG T AC A.T C AG C G AA.T G T T G AAA.T CA.T T A.T AGAC C A.T G G GAG T C T T C A.T A.C CTCC Q 
TGGGCACGTTTGCTGTTCTTGGCGGAGA.GAA.GGA.GA.TGA_AATGGGGA-T7TGA.CCGTTTGTA. 
CAAA.TATGAGA.TTACAGA,TGAACTGAGGCAACTTAA.TCTCCGTGCTGA.TGA.TGTTT?CA,GC 
A-TCTCTGTTAA-AGTA-ACTGA-TGTTGA.TGGCAGTGAGCTGTCCTCTGAACTCA.TCCCA.rCTG 
CTGCTATCA.TCTTCGAA.CGAA.GCCATA. 

In^ron b/ c 

GTA-AGTAGCTACCTGTTTA.TTCAA.TTTTTTCGCTTTGCCAA.TCAA.TTCA.TTCAGCTTGAAA 
TTCAA.TAA-TTGTGTTTTGCA.TGGCTGA-AAACCAA-TTTGAJiCTCTTTTCTTTTCTCA.GGTCG 
AA-CTCAAA.TAAA-TAA.TCA.CTAA,TTGTTA.TGCA.CGCGGGTAGGGCA.TAXA-TACTA.TA.TCCAC 
A-TCGGTCA.TCTCAAAA.TGCAAACAAA-TTGTCTTA-TTTCCGTTGGGACA-AGCAAACCCCCTT 
TCCTGTAA.TCTTGCCTTTGGCATCCACTGGA.ATTAA.TGTTGA.CTGGTAA.TTGA.TACTGGCT 

TTCGACAGCA.TGCTA-TAGACACCCTAGACTA.TTGTA.TAGCCACTTGTA.TTG7TTTTCCATT 
TA.TTA.TTTA.TA-ACA.GAACA.TGGCTTGTAATTTTTATTTACCTTCCAG 



Doiaane c 

TTGA.CCATCA.GGACCCGCA.TCATGACACAA.TCA-TTAGGAAAAA.TGTTGA.TAA.TCTTACAXC 
CGAGGA-AATTAA.TTCTCTGA.GGCGGGCAA.TGGCA.GACCTTCAA.TCAGA.CA-AAACCGCCGGT 
GGA.TTCCAGCAAA.TTGCTGCTTTTCA,CGGGGAACCCA-AATGGTGCCCA-AGTCCCGATGCTG 
AGAAGAAGTTCTCCTGCTGTGTCCATGGAATGGCTGTCTTCCCTCACTGGCACAGACTCCT 
GACCGTGCAA.GGCGAGA-ATGCCCTGA.GAAA.GCA.TGGA.TGTCTCGGAGCTCTCCCCTACTGG 
GACTGGAXTCGGCCCCTGTCTCACCTACCTGA,TTTGGTTTTGGTA-AGTA.GCA.GAACTA.CAC 
CGA.TGCCA.TA.TTCCACCGTGGAAGCCCGAAACCCCTGGTA.CA.GCGGCCA.TA.TTGATA.CAGT 
TGGTGTTGACA.CAA.CA-AGAA-GCGTCCGTCAA.GAA.CTGTATGAA.GCTCCTGGA.TTTGGCCAT 
TATACTGGGGTCGCTA-AGCAAGTGCTTCTGGCTTTGGAGCAGGATGA.CTTCTGTGATTTTG 
AAGTCCAGTTTGAGA,TAGCTCACAATTTCA-TTCACGCTCTTGTCGGCGGAA.GCGA.GCCA,TA 
TGGTA.TGGCGTCACTCCGTTA.CACTACTTA.TGA-TCCA-ATTTTCTACCTCCA.TCATTCTAAC 
AC T GA.C A.G AC T C T G G G C T A.T A.T G G C AG G C T C T AC AAAAjG TAX AG G G G C AAAC C T T A.C AA.T T 
CCGCCAACTGCGCCA.TTGCTTCTATGAGA-AAACCCCTACAACCCTTTGGTCTGAXTGATGA 
GA.TCAACCCGGATGA.TGAGA.CAAGACA.GCA.TGCTGTTCCTTTCA.GTGTCTTTGA-TTACAA.G 
AACAA.CTTCA-ArTATGA-ATA.TGACACCCTTGACTTCAACGGA.CTA.TCA-ATCTCCCAGCTGG 
AXCGTGAA.CTGTCA.CGGAGAAAGTCTCA.TGA.CAGA.GTA.TTTGCCGGA.TTTTTGCTGCA.TGG 
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TATTCAGCAG?CTGCACTAGTTA.^JITTCTT?GTCTGCA.2L2^.TCAGATGATGACTGTGACCAC 
TATGCTGGTGA-ATTCTACATCCTTGGTGATGAJ^.GCTGAAATGCCA.TGGGGCTATGATCGTC 
TTTACAA.^.TATGAGATCACTGAGCAGCTCAATGCCCTGGATCTACACA.TCGGAGATAGATT 
CTTCATCAGATACGAJ\GCGTTTGATCTTCATGGTACA.2^.GTCTTGGA-AGCAACATCTTCCCC 
A-A2^.C C T T C T G T CAT AC AT G AC GAJ^.G G GGC AG 

Int.rcn c/c 

G T G AGi^A-C AT T G AT-2iJ^.T AG T T C AAJ^.T C-A^^G T AT AT C C G AT T C,2L\G C ^ 

AGATACATAA.TCACAATGTTTGTATTAGATATCTCTCTTAATTTAJlTGCCGCTTTTATC.Ak 
TATTCGAGCAJlTCCTTCAGCA^iCATACACCAGCAAJ^-TGTTTCATCAJlCAGACTATATTATT 
T.A^.TCTTTTAAAA21TCCTTTTCTGTTGTTATAA2^.TACTTAAAGTA-TCGA_^^^ 
CGTCTTCTCTGCAGCATATAGTTA--.GTTGTTGTGTTTCTCTGTCAG 



Dcmane d 

GTCACCATCA.GGCTGACGAGTAXGACGAAGTTGTAJiCTGCTGCAAGCCACA.TCAGAJLZiG-^^^^ 

TTTAAAAGA.TCTGTCAAAGGGAGA.2i.GTAa2lGAGCCTAAGGTCTGCCTTCCTGCAACTTCAG 

AJiCGACGGAGTCTATGAGAATA.TTGCCAAGTTCCACGGCAAGCCTGGGTTGTGTGATGATA 

ACGGTCGCA-AGGTTGCCTGTTGTGTCCATGGAATGCCCACCTTCCCCCAGTGGCACAGGCT 

CTATGTCCTCCAGGTGGAGAATGCTTTGCTGGAGAGAGGATCTGCCGTCTCTGTGCCATAC 

TGGGACTGGACTGA-AACATTTACAGAGCTGCCATCTTTGATTGCTGAGGCTACCTATTTCA 

ATTCCCGTCAJLCAJ^ACGTTTGACCCTAATCCTTTCTTCAGAGGTAJ^JLATCAGTTTTGAGAA 

TGCTGTTACAJVCAXGTGATCCCCA.GCCTGAGCTGTACGTTAACAGGTACTACTACCAAJiAC 

GTCATGTTGGTTTTTG.2iACAGGACA?lCTACTGCGACTTCGAGA.TACAGTTTGAGATGGTTC 

ACAJlTGTTCTCCATGCTTGGCTTGGTGGAAGAGCTACTTATTCTA-TTTCTTCTCTTGATTA 

TTCTGCATTCGACCCTGTGTTTTTCCTTCACCATGCGAA.CA-CAGA.TAGATTGTGGGCCATC 

TGGCAGGAGCTGCA.GAGGTACAGGAAGAAGCCATACAATGA-AGCGGA.TTGTGCCATTAACC 

TAATGCGCAJIACCTCTACATCCCTTCGACAACAGTGATCTCA-ATCATGA.TCCTGTAACCTT 

TAJ^JITACTCAJLA^^CCCACTGATGGCTTTGACTACCAGAACAACTTTGGA.TAC.^^^ 

AACCTTGAGTTC.A-.TCATTTCAGTATTCCCAGGCTTG-A3\gAA.2i.TCATTCGtA.TTAGAC.^^^^ 

GTCAAGATCGTGTGTTTGCAGGATTCCTCCTTCAC.A2iCATTGGGACA.TCCGCA-ACTGTTGA 

GATATTCGTCTGTGTCCCTACCACCAGCGGTGAGC.AAA^iCTGTGAA-AACAJv^.GCCGG.A\CA 

TTTGCCGTACTCGGAGGAGAJLkCAGAGATGGCGTTTCATTTTGA.CAGACTCTACAGGTTTG 

AXATCAGTGAJ^ACACTGAGGGACCTCGGCATACAGCTGGACAGCCATGACTTTGACCTCAG 

CATCAAGATTCAAGGAGTA-^JlTGGATCCTACCTTGATCCACACATCCTGCCAGAGCCATCC 

Inzron d/e 

AJi.GAAAGTTTCACTGTCTAA-ATCTTTTTTTATGATAGAGGGTAGAGAAGTGGAGAC.AATGT 

GACAJ^.TATATTGAATAJL^.GTTGTTT.AAAATTTATAJ^CTCTCATAAGTTCA.TA^^ 

AG C T G T AG C C AT C TAT AAX T G T G T AJiC AT GAAA.T G T T A.^.GAX AT T AJ^X C T^ 

CTGAT.A^CAAJL^.CAATGTTAATACATACGTCAATGTAACATTTTCTTA.TCTTT^^^ 

GCATAAACACTTCAGAGATACAGTGACGAAA^CCTCTATTTAAATATTTCA.GGT 



Dcmane e 

TCTTTCCTGCGTCCTGATGGGCATTCAGATGACATCCTTGTGAGAJ^AAGA-AGTGAACAGCC 
TGACAACCAGGGAGACTGCATCTCTGATCCATGCTCTGAAA.2VGTATGCAGGAAGACCATTC 
ACCTGACGGGTTCCAJIGCCATTGCCTCTTTCCATGCTCTGCCACCACTCTGCCCTTCACCA 
TCTGCAGCTCACCGTTATGCTTGCTGTGTCCACGGCATGGCTACATTTCCCCAGTGGCACA 
GATTGTACACTGTACAGTTCCAGGATGCACTGAGGAGACATGGAGCTACGGTAGGTGTACC 
GTATTGGGATTGGCTGCGACCGCAGTCTCACCTACCAGAGCTTGTCACCATGGAGACATAC 
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CATGATATTTGGAGTAACAGAGATTTCCCC.2^JITCCTTTCTACCA.2^.GCC.^^^^^^ 

AAGGAGA.A.AACATTACAACAGAGAX'A.GAAGTCATTGCAGACAJ^^^^ 

ACACGTTTTTGATA-AACTGGTTCTTCAJLACAAGCCATCCTA.GCGCTGAGCAGGAJ^^^^ 

TGTGACTTTGAGATTCA.GTTTG.AA^.TTCTTCACA-ACGGCGTTCAXA.GGTGGGTCGGAGGCA 

GTCGTACCTA.CTCTA.TCGGACATCTTCATTACGCATTCTACGACCCTCTTTTCTACCTTCA 

CCATTTCCA.GACAGAXCGTATTTGgGCAATCTGGCAJ^GAJlCTCCAGGAJ^CAGA.GAGGGCTC 

TCGGGTGA.TGA.GGCTCA.CTGTGCTCTCGAGCAAATGAGAGA-ACCATTGA-AGCCTTTCAGCT 

TCGGCGCTCCTTATA-ACTGGA-ATCAGCTCACACAGGATTTCTCCCGACCCGAGGA.CACCTT 

CGACTAXAGGAAGTTTGGTTATGA.^.TA.TGACAATTTAGA.ATTCCTGGGAATGTCA.GTTGCT 

GA-^X T G G AT CAJlTACA.T TA.T TG-^-2lG AT G AAGAJlAAT GATA.^^^^ 

TGAGTGGATTCGGA.GGTTCCGCATCAGTTAATTTCCAGGTTTGTAGA.GGTGATTCGAGATG 
TCAGGATGCTGGGTACTTCACCGTTCTTGGTGGCAGTGCTGAGA.TGGCGTGGGCA.TTTGAC 
AGGCTTTACAAATATGACArTACTGAAACTCTGGAGAAAATGCACCTTCGATATGATGATG 
ACTTCAGAATCTCTGTCAGTCTGAGCGCGAAGAACGGAACTGTCCTGAGCAGCAGTCrAAT 
CCCAACACCGAGTGTCATATTCCAGCGGGGACA.TC 

In-rcn e/f 

AAGTAGTA-AACTGCTCAGA.TTGTTTTCA.TAJ^.TTAXTCCACTA.TTAA-.GTAA^^^ 

AAT T C AAT AG TAG T G T T C AC AG A.G AAA.T G TA-AC A.C A.ATAG A.C CA.C A.GAG T C C A.T T T G T T AJl 

ACGCCTTTGGCTTGGT.^JIGTCTGAGGTTTTGGTGAjCTGATGGAJ^AGCTAJLAA.TAT^^^ 

ACAG 



Doinane f ( 1 ) 

GTGACATAJLATACCAGGAX'CA-TGTCA.CCGAACCGTGTTCGCCGTGAGCTGA-GCGA-TCTGTC 
TGCGAGGGACCTGTCTAGTCTCAAGTCTGCTCTGCGAGA.CCTACAGGA.GGP.TGA-TGGCCCC 
AJICGGATACCAGGCTCTTGCA.GCCTTCCA.TGGGCTA-CCA.GCA.GGCTGCCA.TGATAGCCGGG 
GA-AATGAGA.T 

In^ron f 

ATATTTAJLAGTATTTTA.TCTTACGCATGA.CCCTGACCCTATTA.TTTTTTTAATCCT^^^^^ 

gaj^aca.tttacttagactggcttgtga.gccccaggcaaaatgcactgtajta,^^^^ 

cagagga.ttaggcattcttgggagtactgtata.gttagttgcataca.tatta.gcgttccct 

cactaaajicgajltctctgajltgcta-tcaji.ttajlagatcatga.tgctttgattgtgtct^^^^^ 

gta7traajlatggtgttaagarttgcaj^.ttacaatata.ca.caj-^^ 

ggaga-atgca_atctttcgttgtaxgcgtctgttttcata.ttttta.tgca.tgta.gtttgcac 

taxtta-gcgtccaataj^jltccattcacajlaatcacacajlaca.^^^^ 

ctgtagctgcaacga.ata-ta.cctgatcctttcttgttcca.ga-t 

Dorriane f{2) 

CGCATGTTGCATTCACGGGATGCCGACCTTCCCCCAjGTGGCA-CAGA.CTGTACACCCTGCAG 

TTGGAGATGGCTCTGAGGA.GACATGGA.TCATCTGTCGCCATCCCCTACTGGGACTGGACAA 

AGCCTA,TCTCCGAJICTCCCCTCGCTCTTCACCAGCCCTGAGTA-TTA.TGAXCCA.TGGCATGA 

rGCTGTGGTAJ^ACAA.CCCATTCTCCAAA.GGTTTTGTCAA.ATTTGCAAJi.TA-CCT^^^ 

AGAGA.CCCACAGGAGATGCTGTTCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGTCA-ATCCTCTATGAGC 

AJiACTCTTCTTGCTCTTGAGCA-AACCGACTACTGTGATTTTGAGGTACAGTTTGAGGTCCT 

CCATA-ACGTGA.TCCACTACCTTGTTGGTGGACGTCAGAXCTACGCA.TTGTCTTCTCTGCAT 

TATGCCTCCTACGACCCA.TTCTTCTTTA-TACACCATTCCTTTGTGGATAAGATGTGGGTAG 

TATGGCAJi.GCTCTTCAJL^AGAGGAGGAAJ^.CTTCCA.TAC.^^^^ 

CCTAATGAXTAJL2lCCAJi.TGA.GGCCATTTGACTCCGATATGA.ATCAGA-ACCCA.TTCAC.AA2i^^ 
A.TGCACGCA.GTTCCCAJICACAXTCTA.TGAXTACGAGACACTGTA.CTA.CA.GCTA-CGAT.AATC 
TCGAJLATAGGTGGCA.GGAJ^TCTCGACCA-GCTTCAGGCTGAJ^J^.TTGACAGAJlGCAGAAGCCA 
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CGATCGCGTTTTTGCTGGATTCTTGCTTCGTGGAATCGGAA.CTTCTGCTGATGTCAGGTTT 

TGGATTTGTA.G.^JLATG.2iJ^JLATGACTGCCACAGGGGTGGAJlTA-^^^^ 

CCAAGGAJLATGCCATGGTCATTTGACAGAA.tLCTTC>JiGTTTGA.TA,TCACCCATGT^^^ 

GA.2^-TGCTGGCATTAGCCCAGAGGACGTGTTTGATGCTGAGGAGCCATTTTA-TATCAAGGTT 

GAGATCCA.TGCTGTTAJ^XAJ^X^ACCA.TGATACCGTCGTCTGTGA.TCCCAGCCCCAACTATCA 

TCTATTCTCCTGGGGAJlG 

In-rcn f/g 

GTGAGA-GAACCAGTAATAGCTAXTGTCTAXAAAGAATGTGTTCATTTAJLAGA^ 

AGGCCGATGGCTGCTGTCATCTCCTCCGCCTCCTCCTCCTGTTCCTCCTCCGAAGGGGTCA 

GCTTCAGGTTCTCTTGCCA-ATATGCCA-AGCAGACCTCCTGAGCAGGCAGTATA.TATA.CGTA 

AGGGAAGCAJlGTATGGACCATCGCGCGGCATGTAGAX-ATA.CA-ATGA.TCA.GCTGTCTGCTGT 

T C C AC T C C T G T C AG A.C AAT G A.G A.T AJLACA.T GAJIT AC AG TAT TAG T CA-G CA,G CGTTC CAA.T T 

TTC-^JiCCCTCGTA.TTTA.TTAAJLAAAAGGAJlTTTTTAJlTA^ 

TTTTAGTAACTGTTAATCGA-TA.TA.GAGTGGAGTAGTGACGCTTTA.TTTCGGtTCA.TTCTCG 
AAACAAJULATA.TAJITAGTCCACTGAACTCTCTTAJLATTGTTTTTA^ 

CAGACGTAATCCCTCAXGTTATTTTGAGCTGACAACGTGTTGA-ATTGAGTGTGTTCCGAJIT 
TCTAA,ATAJiGCATGTA.TA.TA.TTTACGTCTCA.TGCAJiG7AATA.TA-^^ 

CACTTGGTGACCACTGATTTAGTTCCTTTGTCA.TAJITTGCA.GTTTCTGTTGTCA.CGGGGA.C 
GGTGGGGA-AGCCAGGTTCCTCCTGTCA.CGCTGAATA.TCCCGTTCGA-ATCCCCCACA.TGGGT 
ACAAAGTGTGATGCCTATTTCTGGTGTCCCCCAXCGTGA.TA.TTGCTGGAJITAJVGTGGCTTA 
ATACCA,TA.TACACTCACTCTA.TTGTCACA.CTACTGCCAXCGGCTCA.CACCTCTGATGCTTC 
TGTTCTATCCAG 



Doniane g(l) 

GTCGCGCTGCTGACA.GTGCGCACTCTGCCA-ACA-TTGCTGGCTCTGGGGTGAGGAJLGGACGT 
CACGACCCTCACTGTGTCTGAGAXCGAGA-ACCTAAGACAGGCTCTTCA-AGGTGTCA.TCGA.T 
GATACTGGTCCCAJlTGGTTACCAJ^.GCAA.TAGCA,TCCTTCCA.CGGAJi.GTCCTCCAJLTGTGCG 
AGATGJ^J^CGGCCGCAAGGTTGCCTGTTGTGCTCACG 

Zniron g(l) 

GTAATTAJITGGATGTGAJIGTCAJITGTCCGAGGGTA.TAJITAAGGA.T 

TGTAATACTGTATGACA-TGTGTA.TTGGATGGTGTAGGTA.TTA.CAGGTTA.TAAGGCCAGTGT 

GTGTTGGGACGGTTACTTTCCTGCACTAGTA.ATAAGCATTGTA.TTTA.GCTA.GCTTTTATCA 

TATAACTTTAGTTTCA.GGTTTGtGGCAATTGAAJlTCG.W-TTTTCTTTCATTTCAJlGGTTA 

TCGCACTCGTGTGTNAGAJlTAXTTAXTA.TGCTGCA.TTGAGAJLTAJ^CACTA.TAGTAJlT^^^^^ 

CATATCATACAGTAAGAJ^.TAACAXTATAGTJ^A.TAAAGTATA.TCA.TNCA 

TGTA.TGA.TAJLATAGGTTA.TCACACTCGTGTGTTTTAGAATGGTTACTA.TCCCAGGAATA-^.C 

CACTATGTA.TTACA-TGTA-TA-TTGGGCAGTGTAAGTAGTA.GCATTGTA.TATTj^AJi.TC^^^^ 

ATCGTGCTTCAJJLACACCAXGATATA.TGGGGTATACAGTGGGCAGTGTAJiGTAGCAACAT 

GTATATTAJlATCAGTA.TA.TCGTAXTTCAJ^JLACACCAGGATTA-TGGGGTA.T^^^^ 

T G TAA.G TAGT AG C ATT G T A.T A,T T AAAT CAX T ATAT C G T AC T T C AJLAAX^^^^ 

TCAGTATA.TCGTGCTTCAAJ^JICACCAXGA.TA-TAJLTTCAGTATA.TCGTGCTTCAAA^^^^ 

GGATATATGGGATATACA-GTGCGGGTTTGCATACAACCTCCAXCCTTTACAG 



Domane g(2) 

GTATGGcCTCCTTCCcACA.CTGGCACAGA.CTGTATGTGAAGCA.GATGGAJiGATGCCCTGGC 
TGACCACGGGTCACA.TATCGGCATCCCTTACTGGGA.CTGGAXAJICTGCCTTCACA.GAGTTA 
CCCGCCCTTGTCACAGACTCCGAGAJ^.CAJ^JTCCCTTCCATGAG 
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In-ron g (2) 

GTCAGTTTAGTCTCCTGTCTGAGCTAACGATACCAATTTCCTATTTTCGAGAACCACGATG 

AC G AG AAAAC AAG C AAT AT AG AT AT AGAT G GAG T AT AGAT C AAG T T AA.T G AAT T CAT T G C T 

ATATGTTTGCTTGTA2i.TA.^AXTTTAAGAAPA-CGAGAGCATGCACAC.2:AA.TG>^^^^ 

TTATGTGTTTGATAGGAATATGATATATGTATTTGGGGGCTGACGTGAGCA.GGGTTG--A.GG 

G AC AG T T TAG AT T G T C AG T.A^.C A.C T G G GAG TAT TCTTi: GAT C CAX AAT AT AT AG T T T CAT T 

GTGTTCAGCAGTTACA-ACTAACATTATATCATACATTACGTCGtAACATGCTTCTTTTGTC 

CTCTTTTGCCAG 



Dcir.ane c ( 3 ) 

GGTCGCATTGATCATCTCGGTGTAACCAXGTCACGTTCCCCCAGAGACATGCTGTTTAACG 

ACCCAGAGCAAGGATCAGAGTCGTTCTTCTATAGACAAGTCCTCCTGGCTTTGGA.GCAGAC 

TGACTACTGCCAGTTCGAAlGTCCAGTTTGAGCTGACCCACAACGCCATTCA.CTCCTGGA.CA 

GGTGGACGTAGCCCTTACGGAATGTCGACCCTCGA.GTTCAXAGCCTACGATCCTCTCTTCT 

GGCTTCACCACTCCAACACCGACAGA-ATCTGGGCTGTCTGGCAAGCACTGCA.GAAATACCG 

AGGACTCCCATACAJ^XGAAGCACACTGTGAJL^.TCCAGGTTCTGAJLACAGCCCTTGA 

TTCAACGATGACATCAJICCACAA.TCCAATCACCAAGACTAATGCCAGGCCTATCGATTCAT 

TTGATTATGAGAGGtTTAACTATCA.GTATGACACCCTTAGCTTCCA-TGGTA-AGAGCATCCC 

TGAACTGAATGACCTGCTCGAGGAAAGAAJL^L^GAGAAGAGA.GA 

CTTCGTGGAATCGGTTGCAGTGCTGATGTCGTCTTTGACATCTGCCGgCCCA.=-TGGTGACT 
GTGTCTTTGCAGGAACCTTTGCTGTGCTGGGAGGGGAGCTaGAJL^LTGCCTTGGTCCTTCGA 
CAGACTGTTCCGCTATGA.CATCACCAGAGTCATGA.^TCAGCTCCA.TCTCCA.GTATGATTCA 
GATTTCA.GTTTCA.GGGTGAAGCTTGTTGCCACCAA.TGGCACTGA.GCTTTCATCAGA.CCTzC ' 
TCAAGTCACCAJlCAJi.TTGAACATGAJ^.CTTGG 

Intrcn g/h 

GTATGTTATCTTATCATCAJLATGTGTGATCAGATACTGGAGAXGTTTTCATATTA-ACTTGG 

TCAGCATTAGTTGATGATTTTGGTGCGATGTTGACGACAAGGAGTCAAGCATTAACACATT 

CA^CACATCTTTAA.TCTGATATGAGAAGGGAATAAATTGATCCA.GTATTGATGATTGAAGT 

TAGATTAA.CAGTGAJlAGATATACCAGTTTTGAT.^_2.TCGTATAAAJICA.GTAGC.^^^^ 

TCGTGAAAACTAAATGTGGGAAGGCGAACGCCAAGCAGATTTTAGATTACGATCGTGTGCT 

AGAATAATTCACAATAACCCAGACGTCGGAA^-TGTGGTTGTCTA.TGGCAJLTGGTTACGATT 

.-A.TTGCTAACATGCA-CGATTTACCTATTTCAG 



DoiTiane h 

AGCCCACAGAGGACCAGTTG^A.G2^AA.CAGJ^A.GTCACTCGCCAAXATACTGACGGCA.AT 

CACTTTCATCGTAJ^.GGAAGTTGATTCGCTGTCCCTGGATGAAGCAAJlCAJ^.CTTGAJi^ 

CCCTTTACAA.GCTA.CAGAACGACCACA.GTCTAACGGGATACGA-AGCAATCTCTGGTTACCA 

TGGATACCCCAATCTGTGTCCGGAAGAAGGCGATGACAAAATACCCCTGCTGCGTCCCCGG 

ATGGGCATCTTTCCTTAXTGGCAXAGACTCTTGACCATTC.2^A.CTGGAJL^GAGCTCTTGAGC 

ACAATGGTGCACTGCTTGGTGTTCCTTA.CTGGGACTGGAACA-AGGA-CCTGTCGTCACTGCC 

GGCGTTCTTCTCCGACTCCAGCAACA-ACAATCCCTACTTCAAGTACCACATCGCCGGTGTT 

G G T CAC GAC AC C G T C A.GA.G AG C C AAC TAG T C T T AT ATAT A.^.C C A.G C C C C.^L^LAT C CAT G G T T 

ATGATTATCTCTATTAXCTAGCA.TTGACCACGCTTGA^^iGAAAACAATTACTGGGA.CTTTGA 

GGTTCAGTATGAGATCCTCCACAACGCCGTCCACTCCTGGCTTGGAGGATCCCAGAAGTAT 

TCCATGTCTACCCTGGAGTATTCGGCCTTTGACCCTGTCTTTATGATCCTTCACTCGGGTC 

TAGACAGACTTTGGATCATCTGGCAJiGAAXTTCAGAAGATCAGGAGAJL^.GCCCTACAACT 

CGCTAAATGTGCTTATCATATGA.TGGAAGAGCCACTGGCGCCCTTCAGCTATCCATCTATC 

AACCAGGACGAGTTCACCCGTGCCAACTCC.AAGCCTTCTACA.GTTTTTGACA.GCCATAAGT 
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TCGGCTACCATTACGATAACCTGAATGTTAGAGGTCACAGCATCCAAGA.ZICTCAACACAAT 
CATCAATGACTTGAGAAACACAGACAGAATCTACGCAGGATTTGTTTTGTCAGGCATCGGT 
ACGTCTGCTAGTGTCAAGATCTATCTCCGAA.CAGATGA.CAATGACGAAGAAGTTGGAACTT 
TCACTGTCCTGGGAGGAGAGAGGGAJ^JITGCCATGGGCCTACGAGCGAGTTTTCAAGTATGA 
CATCACAGAGGTTGCAGATAGACTTAAAATTAAGTTATGGGGACACCCTTTAACTTCCGGA 
ACTGGAGATCACATCCTTACGAJITGGAJITCGGTGGTAAACAJ\GAGCCTAXCCAAATCCTTT 
CATCATCTACAGACCTGCCAATCATGACTACGATGTTCTTGTTATCCCAGTANGGAAGAAA 
CCTTCACATCCCTCCCAAAGTTGTCGTCAAGAAAGGCACCCGCA.TCGAGTTCCA.CCCA.GTC 
GATGATTCAGTTACGAGACCAGTTGTTGATCTTGGAAGCTACACTGCACTCTTCAACTGTG 
TGGTACCA.CCGTTCACATACCACGGATTCGA-ACTGAACCACGTCTA.TTCTGTCAJi.GCCTGG 
TGACTACTATGTTAXTGGACCCACGAGA.GA.CCTTTGCCAGAJITGCA.GA.TGTCAGGATTCAT 
AT C CAT G T T GA.GGA.T GAG T AA 



3 ' UTR 

CGCAACAGGT 
In-iron UTK 

GAGATAAGAAACCCTTCTAACAGTAA.TACGACAXCACATTACAGCTTAJIlACATGAT 

TCGATGTTTTCATGTGTA.GTA-TACGCTTTTCAGTTCTACATAJlTTTTGTTTTTCAAATCAA 

GTTTAGCAAATGAATCTATCACTGGAAAATAGGGTAGGGTAGCCAJ^.GTGGTTAAZIGCGGTC 

ACTGATCACGCCAAAGACGA.GTGTCCTAJICCTGCATGGGTACAAAAGTGAJVGACCATTGCT 

GGTGTCTACCGCCGTAATATTGTTTTTAGTA.TTGCTAAAACTTATA.CTCACCCATGCGCTG 

TAAAAGTGGAJ^.TAATAJITCATA.TTTCAJ^CAAAAGCACAJ^J^^^ 

QCTCTTGTTCACCTGAAAGACGCJLAGAGPJ^.CAATA 

GAAATGTCCTGCA.CGTGTAAACCA-TATATCCTTTGAAATTTTTACGA.CTGCA.TCGTA.TA.CA 
ATTTATGA.TATAAATTTAJL?LACTTTAT 



3 ^ UTR 

TTCTTGGTCTCCACA.TATTCACATATCAGCACCAJL?ITGGTTTCGAAGGACATTGGCGTTCT 
TCTCTGGCAJITGCA.TTTCAATACAACA.TTGAJL^LATGACTTCAGCA.TA.TCA-GTGTGCTTCG 
ACGTGTTCCGGAAGTACTCAAATGTGCTATGACTGA-ATTATTGTACA-TAXA.TAACTTA.TTG 
A.T G T T C AAT AAAT AJy^-T G T T G AAAC GJU^AAAJ^JUKPJ'J^^ 
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Figur 7 

Abcelei-eee ?riinarsT:rukzur des HrH2 



KYSM5SLHYTAFD?IFYLRHSNTD?vLWAIWQALQIRRNR?YK^^^^ 
?L2\^^'NEKTY'Z2\*SV?TWYDYEGVLGYTYDDLNFGGMDLGCL 

:-: : G T S AJvVE I : I D}iGTL}iT S VG T fa VLGGZKEMKi^IG FDRL YKYE I T DE LRCLNLRADDVFS 
: S'JKv-r DVDG SELSSELI? S AAI I FER S H 



Domane c 

I DH ODPHHDT 1 1 RKNVDNLT PEE INS LRRAKADLQS DKT AGG FQC I AAFHGE ?KWC ? S ? DA 
EKKFSCCVHGl^AvTPHWHRLLTVQGENALRKHGCLGAL 

PMP Y S T\rEA?.NP WY S GH I DTVGVDT TRSVTIQE L YEAPG FGH YT G VAKQVLLALE ODD FC DF 
EVCTE lAJiNF I rL^^J^VGG S E ? YGKAS LR YTT YD? I F YL?:^^^ 
SANCAIASMRKPLQPFGLTDEINPDDETRQrl^VPFSVFDYKK^" 

DP.E LS RP.KS HDRVFAG FLLHG I QQS ALVKFrx/C KS DDDC DH YAGE FY I LGDEAEMPWG YDR 
LYKYEITEQLNALDLHIGDRFFIRYEAFDLHGTSLGSNIFPKPSVIHDEGA 



Doraane c 

GHH QADZ YDEWT AAS H 1 3J<1^1.KDL S KGE VE £ LRS AFLQL QNDGVYENI AJKFH GK?G L C DD 
NGRKVACGVrlGMPTFPQWHRLY^'LQv^NAJLLERGSAVSVPYW^^^ 

NSRQCTFD?NPFFRGKI£FENAVTTRD?0?ELY\^'RYYYONVMLVFEQDNYCDFEIOFEHV 
:^NVT.rl2lWLGGRAT YS 1 5 S LD YS AFDPVFFLH?^^^^ 

LMRKPLHPFDNSDLNHDPVTFKYSKPTDGFDYQNlv-FGYKYDNLEFK"^^ I PRLEEI IRIRG 

RQDRVFAGFLLHNIGTSATvTir\7CV?TTSGEQNCENKAGTFAVLGGETEKAFH 

DISETL?.DLGIQLDSHDFDLSIKI0GVNGSYLD?HIL?E?SLIFV?GS5 



Dcmar.e e 

5 FLRPDGHS DDI L v^RKEWSLTTP^ETASLI rLALKSHQEDHS PDGFQAI AS FrI?U.?PLC PS? 

SAA:-:RYACCVHGKATF?QWH?.LYTVQFQDALRRHGArN^GVPYw 

HDIWSK^DF?NPFYQANIEFEGENITTE?3VIADKLrvl<GGrrvFDKLVL^ 

cdfeiqfeilhngvhtwggsrtysighlrlyafydplfylh^^^ 
sgdeahcaleqmreplkpfsfgapynwnqltqdfsrpedtfdyrkfgyeydnleflgmsv^ 
eldqyiizhqendrvfagfllsgfggsaswfqvcradstcqdagyftvlggsazhawafd 
rlykyditetiekm:-:lrydddftisvsltaiwgt\'lssslipt?svifqrgh 



DciTiane f 

RDINTRSM5?I^r?rvR?.ELSDLSAP.DLS£LKSAL?.DL0EDDG?NGY0AIJLAFH 

GNEIACCIHGMPTFPQWHRLYTLQLEl^ALRP.HGSSv/AIPYWDK^^ 

PWr:DAVV^l^?FSKGFV"<FANTYTVRD?OEMLFOLCEHGESILYEC^ 

FEvT,HWIHYLVX^GRCTYAJ.SSLHYASYDPFFFZH^^^ 

CAVNIKTK?2y[RPFDSDMNQNPFTK>£dAV?NTLYDYET^ 
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SRSHDRVFAGFLLRGIGTSADVRF^WICPJ^ENDCHRGGIIFILGGAKEHPWSFD^^ 
HVLENAG 1 5 PE DVFDAEE ?F Y I KVE I HAVNKTMI ? S S VI ?A?T 1 1 Y S ?GE 



Domane g 

graadsahsaniagsgvrkdvttltvsetenlrqalqgviddtgpngyqaiasfhgsppmc 
ehn grkvac cah gmas fphwkrl y" n<qme daladh gs h i g i ? ywdw^ 
nn?fhegridhlgvttsrsprdi^fndpeqgsssffyrqvliju.eqtdycqfevqf£lt:h:n 
aihswtggrs?yghstleftayd?lfwlr:hsntdriwavwqai,qkyrgl?yneah 
kqplrpfnddinhnpi tktnar? i ds fdyerfnyqydtls fhgks i pelndlleerkreer 
tfaafllrgigcsadwfdicrpngdcvfagtfavlggelempwsfdrlfryditrvhnql 

:-:LQ YDS DFS FRVKLVATNGTELS S DLLKS ?T I E?:EL 



Domarie h 



GAHRGP\r£ETEVTRQHTDGNAHFHRKEVDSLSLDEANNLPCNALYKLQNDH 

HGYPNLCPEEGDDKIPLLRPRMGIFPYWliRLLTIQLERALEHNGALLGVPYWDWNKDLSSL 

PAFFSDSSNNNPYFKYKIAGVGHDTVIIEPTSLIYNQPQIHGYDYLYYIJILTTLEENNYWDF 

EVQYEILHNAVrlSWLGGSQKYSMSTLEYSAFDPVFMILHSGLDRLWIIWQELQKIRRKPYN 

FAKCAYH^^^£EE?LA?FSYTSINQDEFTRAJ^^SKPSTVFDSH 

IINDLRlvTTDRIYAGFVLSGIGTSASVlCIYLRTDDNDEEVGTFTVLGGEREHPWAYERVFKY 
DITEVADRLKIKLWGHPLTSGTGDHILTNGIGGKQEPTQILSSSTDLPIMTTMFLLSQXGR 
NLH I ? PKVVVKKG TR I E FH?VT)DS VTRPV*vn}L G S YTAX 
GDYYVTGPTRDLCQNA-DVRIHIHVEDE 
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FigurS 

cDNA'Sequenz in Verbincung iriit Ir^rronstrukzur des KLHl 



Dcmane b 

GGCCTACCGTACTGGGACTGGACTGAACCCATGACACACATTCCGGGTCTGGCAGGA.^-2^.CA 
AA^XTTATGTGGATTCTCATGGTGCATCCCACACAAATCCTTTTCATAGTTCAGTGATTGC 
ATTTGAAGAJLA^ITGCTC CC C ACAC C AAAAG ACAAAT AGATC^^^^ 

ACCTTTGGACACCACACAGACCTGTTCJ^A.CCAGATTTTGTATGCCTTTGAACA-2i.GA^^^^^^ 

ACTGTGACTTTGAAGTCCAATTTGAGATTACCCATAACACGATTCACGCTTGGACAGGAGG 

A^.GCGAACATTTCTCAATGTCGTCCCTACATTACACAGCTTTCGATCCTTTGTTTTACTTT 

CACCATTCTA-^XGTTGATCGTCTTTGGGCCGTTTGGCAAGCCTTACAGATGAGACGGCATA 

Aii-CCCTACAGGGCCCACTGCGCCATATCTCTGGAACATATGCATCTGAAJiCCATTCGCCTT 

T T C AT C T C C C C T T AAX AAT AA C G AAAJIG AC T C AT G C C AAT G C C A.T G C -C^^^ 

GACTATGAAAATGTCCTCCATTACACATACGAJi.GATTTAACA.TTTGGAGGCATCTCTCTGG 

AJiAJlCATAGAAAAGATGATCCACGAAAACCAGCAAGAAGACA.GAA^^^^ 

CCTGGCTGGCATACGTACTTCAGCAAATGTTGATATCTTCATTAJL2LACTACCGATTCCGTG 

CAACATAAGGCTGGAACATTTGCAGTGCTCGGTGGAAGCAAGGAJL^TGAAGTGGGGATT 

ATCGCGTTTTCA.^.GTTTGACATCACGCACGTTTTGAAAGATCTCGATCTCACTGCTGATGG 

CGATTTCGAAGTTACTGTTGACATCACTGAAGTCGATGGAJ\CTA_A^-CTTGCATCCAGTCTT 

ATTCCACATGCTTCTGTCATTCGTGAGCATGCACGTGGTAAGCTGAATAGAG 

Inzron b/c 

GTTTTGTAATAATTATGTAGAJ^.TTCTTTACCTCAGAATAAGATGAGGTCA.CA.TGGGTTTTG 

CAA2L21CTA.TTACGTTCGAATTAJLTATTAATAATACCGGACCCTCCACTGGTACATATTTAT 

CTTTATAACGATAATAGCGATGATGATGATGA-TGATGATGATGATGATGATGATgATA^Tc 

ATcATGCCGGTATTGCACGTAATCCA.GCCGAcTTAGATGACACCCTAJ^GGGTGCAGAA^lGT 

ATAaCAATTAGATTGCGTTrGCATCTGTGTATGCGTGTGCTTTAaCCAAAAGTCAAA^lTAA 

A.2i.GTGCJ^AA.CCCTTAGTTTATTCATTTGATAGAGCCTTTTACGAT-AAGAACAA.TGT.^^^^^ 

AT T A G AAC AT AAC T G AA^X C T C C G A.^A.G AAG G C C T G T T T G T C AAGAG AG G T AT C GAX^^^ 

TTGACTTATAA^.CCTGTGCTTCTATATTTTGGAACTGTCCACTTTCTTGTTGTGTGTACTG 

TAATCACATCGCACTATGGCTGCAAGACGTGTACGAGTACACTATATACTTA-CCTA2LTGAC 

CAACCACAAGGCTGGCTTTGTTAATATTGTTATTTCACAGAAJITAJLACACAGAA.TT 

ATTTGGCTGGTGTATTTAGCAAAA.CACCGATATGACACTCATGTTTTATTACATTTTTTTC 

AG 

Domane c 

TTAA2lTTTGACAAAGTGCCAAGGAGTCGTCTTATTCG.A^AAAATGTAGACCGTTTGAGCCC 

CGAGGAGATGAATGAACTTCGTAA2^-GCCCTA.GCCTTACTGAAA.GAGGACA.A^^^ 

GGATTTCAGCAGCTTGGTGCATTCCATGGGGA-GCCAJLA^TGGTGTCCTAGTCCCGAAGCAT 

CTAAAAA21TTTGCCTGCTGTGTTCACGGCATGTCTGTGTTCCCTCACTGGCATCGACTGTT 

GACGGTTCAGAGTGAA.AATGCTTTGA.GACGACATGGCTACGATGGAGCTTTGCCGTACTGG 

GATTGGACCTCTCCTCTTA.^.TCACCTTCCCGAACTGGCAGATCATGAGAA.GTACGTCGACC 

CTGA-^IGATGGGGTAGAGA^^.GCATAACCCTTGGTTCGATGGTCATATAGATACAGTCGAC.A^- 

AACAAC.A^^X AAG AAG T G T T C AG AAT-^JLZx.C T C T T C G AAX AG C C T G A 

AGCATTGCCAAACAAGTACTGCTAGCGTTGGA.ACAGGACAATTTCTGTGACTTTGAA2i.TCC 
AATATGAGATTGCCCATAACTACATCCATGCACTTGTAGGAGGCGCTCAGCCTTATGGTAT 
GGCATCGCTTCGCTACACTGCTTTTGATCCACTATTCTACTTGCATCACTCT.A^LTACAGAT 
CGTATATGGGCAATATGGCAGGCTTTACAGAAGTACAGAGGAAJIACCGTACAACGTTGCTA 
ACTGTGCTGTTACATCGATGAGAGAACCTTTGCAACCATTTGGCCTCTCTGCCAATATCAJl 
CACAGACCATGT.2lACCAAGGAGCATTCAGTGCCATTCAACGTTTTTGATTACAAGACCA2^.T 
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TTCAATTATGAATATGACACTTTGGAATTTA;i.CGGTCTCTCAATCTCTCAGTTG-2L^^^ 

AGCTCGAAGCGATAAAGAGCCA^GACAGGTTCTTTGCAGGCTTCCTGTTATCTGGTTTCAA 

GAA?LTCATCTCTTGTTAA\TTCAATATTTGCACCGATAGCAGCAACTGTCACCCCGCTGGA 

GAGTTTTACCTTCTGGGTGATGAAAZICGAGATGCCATGGGCATACGATAGAGTCTTCAA^LT 

ATGACATA.\CCG.AAA^AXTCCACGATCTAA2lGCTGCATGCAG.A2i.GACCACTTCT^^^^ 

CTATGAAGTATTTGACCTTAA2lCCAGCA^GCCTGGGAAA2lGATTTGTTCA.2i.GC.^^^ 

G T C AT T C AT GAAC C AAG AAT AG 

Inzrcn c/d 

GTACTTGTTATATGTTTCGAATATTGCCGATACCTTCA\TATATATACTTTATCAA\GTAA 
TTGATTAATCTGAAGTA\TTTTCCTTTCCAGTAGAGATTCAGTTGATACAACAAGA\TTCG 
C C C T G T T G TAT G T C AC T T TAT T T T CAT C A^A.C GAT T C GAAG T GAG C T G T C CAT G C C AC AAT 
GGGGTCTCTGTAACTTTCTCGTATGGGGTATAGATTATATAGACGTGGCAGACCTTACGTA 
TA^CTAATATTTGTGTAATGTCGTTTCAG 



Domane d 

GTCACCATG-A\GGCGAAGTATATCAAGCTGA.\GTAACTTCTGCCAACCGTATTCGAiAAAA 

CATTGAAA2lTCTGAGCCTTGGTGAACTCGAA2i.GTCTGAGAGCTGCCTTCCTGGAAATTGAA 

AACGATGGAACTTACGAATCAATAGCTAAZITTCCATGGTAGCCCTGGTTTGTGCCAGTTAA 

ATGGTAACCCCATCTCTTGTTGTGTCCATGGCATGCCAACTTTCCCTCACTGGCACAGACT 

GTACGTGGTTGTCGTTGAGAATGCCCTCCTGAAAAAAGGATCATCTGTAGCTGTTCCCTAT 

TGGGACTGGACAA2L21CGAATCGAACATTTACCTCACCTGATTTCAGACGCCACTTACTACA 

ATTCCAGGCAACATCACTATGAGACAAA.CCCATTCCATCATGGCAAAATCACACACGAGAA 

TGAAATCACTACTAGGGATCCCAAGGACAGCCTCTTCCATTCAGACTACTTTTACGAGCAG 

GTCCTTTACGCCTTGGAGCAGGATAACTTCTGTGATTTCGAGATTCAGTTGGAGATATTAC 

ACAATGCATTGCATTCTTTACTTGGTGGCAA\GGTAA21TATTCCATGTCAJLA.CCTTG.^^^ 

CGCTGCTTTTGATCCTGTGTTCTTCCTTCATCACGCAACGA.CTGACAGAJlTCTGGGCAATC 

TGGCAAGACCTTCAGAGGTTCCGAAAA.CGGCCATACCGAGAJIGCGAATTGCGCTATCCAAT 

TGATGCACACGCCACTCCAGCCGTTTGATAAGAGCGACAACAATGACGAGGCAACGAAA2LC 

GCATGCCACTCCACATGATGGTTTTGAATATCAAAACAGCTTTGGTTATGCTTACGATAAT 

CTGGAACTGAATCACTACTCGATTCCTCAGCTTGATCACATGCTGCAAGAA?^GAAAA\GGC 

ATGACA.GAGTATTCGCTGGCTTCCTCcTTCACAATATTGGAACa::CTGCCGATGGCCATGT 

ATTTGTATGTCTCCCAACTGGGGAACACACGAAGGACTGCAGTCATGAGGCTGGTATGTTC 

TCCATCTTAGGCGGTCAAACGGAaATGTCCTTTGTATTTGACAGACTTTACAAACTTGACA 

TAZlCTAA2lGCCTTGAAAA2^.G.A\CGGTGTGCACCTGCAAGGGGATTTCGATCTGGAA2i.TTGA 

GATTACGGCTGTGAATGGATCTCATCTAGACAGTCATGTCATCCACTCTCCCACTATACTG 

TTTGAGGCCGGA.\CAG 



Intrcn c/e 

GTAACTATTTTGTCACTGTA^CCAACAACTGCAGTCTATTTTGCAATTACGATAATA^.CA^, 
TTTTTGAAATATATCTTTATTAAAGCAAZIGGTTTCTAGAGACAAZICAGCCGGCTCTA^ITT^ 
TTTTTTCGAACTTACGCTTGAGTAA^GATCTGCAAA.TGGCAACCCTACCTATACTATTAA^- 
A^.TATAATGTTACATTCGTATCTGA2i.TGTTTA\TAA\TCACTTCATATTCTGTTGCAG 

Domane e 

ATTCTGCCCACACAGATGATGGACACACTGAACCAGTGATGATTCGCAA21GATATCACACA 
ATTGGACAAGCGTCAACAACTGTCACTGGTGAAAGCCCTCGAGTCCATGAA\GCCGACCAT 
TCATCTGATGGGTTCCAGGCAATCGCTTCCTTCCATGCTCTTCCTCCTCTTTGTCCATCAC 
CAGCTGCTTCAA\GAGGTTTGCGTGCTGCGTCCATGGCATGCCAACCTTCCCGC2^A.TG 
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FigurS 



Abqeleitete Primarstruktur des KLHl 



Domane b 

GL?yWDWT£PHTHI?GIJ^GNKTYVDSHGASHTN?FHSSVIAFEZNA?HTKRQIDQRL^^^ 

TrGKHTDLFNQILYAFEQEDYCDrZVQFEITHNTII-JE^WTGGSEHFSHSSLHYT^^ 

HHSWDRLWAVWQALQMRRHKPYRAH CAI SLE S ?LNNTs^KT:-LA^\AM?NKI Y 

DYENVLHYTYZDLTFGGISLZNIEKHIrlENQQEDRIYAGFLLAGIRTSA^^^ 

QHIKAGTFAVLGGSKEMKWGFDRVFKFDITrrvLKDLDLTADGDFEVTV^^ 

I PHASVIREHARGKLNR 



Domane c 

VKFDKVPRSRLIRKWDRLS PEEMNELRIKAIJi^ 

SKKFACCVHGHSVFPHWHRLLTVOSENALRRHGYDGALPYWDWTSPL^^ 

PEDGVZKrDSipWFDGHIDTVDKTTTRSVQNKLFEQPEFGHYTSIAKQV^ 

QYEIAI^'YIrl^^VGGAQPYGI^ziSLRYTAFDPLFYLH^^ 

NCAV^SMREPLQPFGLSANINTDrrv^TKEHSVPFWFDYKTNFNYEYDTL^ 

KLEAIKSQDRFFAGFLLSGFKKSSLV1<FNICTDSSNCHPAGEFYLLGDENEM?WAYDRVFK 

YDI TEKLHDLKLHAEDHF YI D YEVFDLKPAS LGKDLFKQ? S VI KE ?RI 



Domane d 

GI-nHEGEVTQAEVTSANRIRKNIENLSLGELESLRAAFLEIENDGTYESI^ 

NGN? ISC CVHGHPT FPHWHRL YVWVENALLKKG S 3 VAV? YWDWTKP.I EHLPHL I S DAT Y Y 

NSRQHHYETNPFHHGKITHENEITTRDPKDSLFHSDYFYEQVLYALEQDNFCDFEIQLEIL 

HNALHS LLGGKGKY SMS NL D YJ^J^SDPvTTLy.KAT T DR I WAI WQDLQRFRKR? YREANC AI Q 

IJC^IT?LQ?FDKSDNNDEATKT:^\TPHDGFEYQNSFGYAYDNLELNHY5IP^ 

HDRVFAGFLLHNIGTSADGrrvFVCLPTGEKTKDCSHEAGHFSILGGQTEMSFVFDRLYKLD 

I TKALKKNGVHLQG DFDLE I E I TAVNG SHLDS HVI HS PT I LFEAG 



Domane e 

DS AHTDDGKTE ?\n^I RKD I TQLDKRQCLS LVKALE SI^IKADHS S DG FQA 
PAZlS KRFAC CVHGMPT FPOWHRL YTVQFQDS LRKH GA WGL ? YWDWT L PR 
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FigurlO 



cDNA-Secruenz in Verbindunq m±z Inrrcns -irukzur des KL:-:2 



Dciuane b 

GGCCTGCCCTACTGGGATTGGACCATGCCAATGAGTCATTTGCCAGAACTGGCTACAAGTG 

AGACCTACCTCGATCCA.GTTACTGGGGAJLACTAAJ^AJ^XAACCCTTTCCA.TC^^^ 

GGCGTTTGAJL^JlTGGTGTAACA.^.GCAGGAATCCTGATGCCAJL2^^^ 

TACGGAGACCACACTTACCTCTTCGACAGCA.TGATCTACGCA.TTTGAGCAGGAAGACTTCT 
GCGACTTTGAAGTCCAJ^.TATGAGCTCACGCATAJ^.TGCAATACA.TGCA-TGGGTTGGAGGCAG 
TGAJL2L2i.GTA.TTCAATGTCTTCTCTTCACr£CacTGCTTTTGA.TCCTA-TA.TTTTA.CCTCCAT 
CAXTCAAATGTTGA.TCGTCTCTGGGCCA.TTTGGCAAGCTCTTCAJiATCAGGAGAGGCAJf.GT 
CTTACAAGGCCCACTGCGCCTCGTCTCAAGAJLAGA.GAJiCCA.TTAAJlGCCTTTTGCATTCAG 
TTCCCCA.CTGAACAJICAAXGAGAAJLACGTACCA.CAA.CTCTGTCCCCA.CTAACGTTTATGAC 
TA.TGTGGGA.GTTTTGCACTATCGA-TATGA-TGA.CCTTCA.GTTTGGCGGTA.TGA.CCATGTCAG 
AA-CTTGA.GGAJLTATA.TTCACAAGCAGACACAACATGA.TAGAJICCTTTGCAGGATTCTTCCT 
TTCA.TATA.TTGGAJ.CA.TCAGCAA.GCGTA.GA.TA.TCTTCA.TCAJ^.TCGA.GAA.GGTCA.TGATAAA 
TACAAJIGTGGGAJIGTTTTGTAGTACTTGGTGGATCCAJJIGAJ^ATGAJLATGGGGCTTTGATA 
GAA.TGTACA.AGTATGAGATCACTGAGGCTCTGAJLGACGCTGAATGTTGCAGTGGATGATGG 
GTTCAGCA-TTACTGTTGAGATCACCGA-TGTTGA,TGGATCTCCCCCA.TCTGCAGA.TCTCATT 
CCACCTCCTGCTATAJlTCtTTGaACGTGGTCaTG 

In-ron 2b/ c 

AXGTATTTAJJU^JLAGTAATAJl2xJ^^^ 

TGGTTCTTTA.GTTTACATGGAGTGTAJiCAACA.TGCTCCATCAGTTGA.CA.TA.TACTGCTCAC 
AXAAAGTAAGGGATA-TTTGATAA-TGA.TAACAJLATA.TAATCAJuAGCGGTTA.TACTATC^^^ 

ctta.ttcacaxajittacaggtgaagggaggtgtga.tcgtgttca.ctgatca.ggttgaggcc 
agagaagtcccagtttgagtcttgcz^gaagatga.tgtttaggcatggggtcgajitcaccaa 
aatca.catgacttcajltaaxgggttggaccacctcgagcgacgatgcaj^.gcagtagagcgt 
ctacgca.tgctcctga-taaggcga.ccaa.tctgttcctggggajltca.grcgccactcctctt 
gtagtgccacgctca.tttctgctacggtcctgggtacctgcta.tcgggtcttga.tccgtat 
cccajlgga.tgtcccacacatgttcaaggtga,gaggtcggggajlca.tcgctggccacggta.a 
ggrctga.atttgatgccgttgaaagtgagctctgacaacctgagca.tgg'cgagctctga-cg 
ttgtcgtcctgajjvga.tgaatccagctcc£tgaca.gcgagcajilagggca.ggacgtgttggt 
cajitgcagttgtctctgcagtacacacctgtcactcgccactcacaj^.gcgtgtagatctgt 
acgaxca.gtcatggaga.tcccagcccacatca.tajicggaccccta-tcca.taccgatcatga 
gccaxcatagca.gcgtcttgatgacgttctccctgtcgcctcgaca.tcctca.cacggcc^a. 
aaggaacgtggactcgtcactgaacatgacattagccajvcctggcacttgtccaccgctga 
tgttggcgagacca.ttccagtcga.gctcttcggtgtctggctttca.tcgataacaxgacgt 
aaggtctgcgggcgtgcaagacggctcta.tgca.ggcgatttcgga.ttgtctgggtgctaac 
tctgatcccaggtgcctgctgaa.gttgatgctgga.tctgtgtggca.ttgagatggcgattc 
cttaggaxtgtggagatgatga_atcga.tcttga.cttatggtggtga.ca.ttagga.cgtcggg 
ttcgtgtcctatcctgcactcttccagttgttcggtgacgctctggtacccggctgattac 
tgactgagajltatcca.tctgccgtgcgaca.tgagcctgtgttggcccagcctgajigcattg 

CAJITCGCCA.GA.GACGCTCTTCAAJlAGTCATTCGA.CGCATGG-TTTCTGTTCACAJLATGACA 

GCGTAAAACAGrTTTTGGilGCTTTTATGCTTCCCAAXAGCATGAJJLAACACGTTCTATg 

TCGzGCACACCTTACATGACA-AGrGcGAJJLAGtGACTTGcA.CCCCCTTGllG-GTTCGGATG 

CAjCAXTCTGTTTAlCGTACTGATGCGATTTGGCGTCT.AAACA.TGTTTTGGCGTCTAAACATG 

TTTTCCTGCATGATTCA-TATACTATTTTGTCA-TATTCCTGGCA-TCAJlACCAJJ^CTA.CAGTG 

AAATATATTTCAA.TATCCCCTA.CTTTGTGTGAGTA-GTATAGATCA.CTGCAGACAACATATA 
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GAC AAtl G CAc uTaCaCCGT C AAC A.^-T C C C AG T CAT T AAT TAT GAT GaCaCTTC C AX AC AT A 
GrGTCAGTGATTGTAA.TTCAaCTGTACACACTTTTCCCGTGAACA.TTCAGGATCTATATGA 
CTAJLZITATA.TA-ACATTAGTATAXGTGCAGTTTTGTA-TCGCTACGACA.TTGTTGTAJICTCTT 
T G T T T AAT CAT T T aAX AG 



Domane c 

CTGA.TGCCAJLAGaCTTTGgCCATAGCAGAAAAATCAGgAAAGcCGTTGATTcTcTGACAGT 
C c.\hGAACAAAc TTCG TTGAG g C GAG c TATG aCAGA.T c TACAG GAC GACA^AAACA.TCAG GG 
GGTTTCCAGCAGATTGCAGCA.TTCCACGGAGij^CCAJLAATGGTGTCCAJlGCCCCgAAGCGG 
AGAAAAAJLTTTGCA-TGCTGTGTTCATGGAATGGCTGTTTTCCCTCAXTGGCACA.GATTGCT 
GACAGTTCAAGGAGAJLA.ATGCTCTGAGGAAJICATGGCTTTACTGGTGGACTGCCCTACTGG 
GACTGGACTCGA-TCA-ATGAGCGCCCTTCCACATTTTGTTGCTGATCCTACTTAXAJlTGATG 
CTATTTCCAGCCAGGA.AGA-AGATA-ACCCATGGCATCATGGTCA.CATA.GACTCTGTTGGGCA 
TGATACTACAAGAGA.TGTGCGTGA-TGATCTTTATCAATCTCCTGGTTTCGGTCACTACACA 
GATATTGCACA.ACAAGTCCTTCTGGCCTTTGAGCAGGAXAGTTTCTGTGATTTTGAGGTAC 
A-2^.TTTGAAATTGCCCA.TAATTTCATACATGCACTGATTGGTGGTA.ACGAACCA.TACAGTAT 
GTCATCTTTGAGGTA.TACTACATACGATCCA.2i.TCTTCTTCTTGCAXCACTCCAGTACAGAC 
CGACTTTGGGCCATCTGGCAAGCA.2i.TCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAAGGG 
AGAGCTCCCAACGCg-TGGA.tGCAJ^-TCT 



Domane g 

ATGGCTGTGTTTCCGCACTGGCACAGACTGTTTGTGAJLACAGATGGAGGACGCACTTGCTG 
CTCATGGAGCTCATA.TTGGCA.TAXCATACTGGGATTGGACAJVGTGCGTTTAGTCA-TCTGCC 
CGCCCTAGTGACTGACCAXGAXAJiCAATCCCTTCCAXCAC 

Intron c(2) 

I^J^JICGGJLKKCTGTGTGACCTCGPJ^^^^ 

ATGCTCCGATCAAAAGCGATGGCTAGAAATCATTTTCCCTCTAATTCCCTTTCACACAGCT 

CGGTTCGTTTTAJ^GTAGGAACAJ!.GTCTCTGCAAAJ^ACA.TCAXAJuATAJ-^^^ 

AAAACCTCA.TTCTCGTTTCTGTATTCCGAJxJ^J^TGAAA.TTTA.C.^^ 



DcirLc.ne c 

GGCCATATTGGTCA.TCTGAJLTGTGGATACATCTCGATCTCCAAGAGACATGCTGTTT.^A-TG 
ATCCTGAACAAGGCTCAXAA.TCATTCTTCTAXAGACAGGTTCTCTTGAXTCTAGAACAGAC 
AGACTTCTGCCAATTTGAAGTTCAGTTTGAACTTAXAXACAATGCCATCCACTCTTGGACT 
GGAGGACATAXTCCATATGGA-ATGTCATCACTGGA.ATATACAGCA-TATGA-TCCAXTCTTTT 
ATCTCCACCATTCCAACACTGATCGTATCTGGGCCA-TCTGGCAGGCACTCCAXAAJ^.TATAG 
AGGTCTTCCA-TACA-ACGCAGCTCACTGCGATATccaagrrcrgaaacaaccccTTAAACCA 
TTCAGCGAGTCCAGGAJLTCCAJLACCCAGTCACCAGAGCCA.ATfcTA.GGGCCGTTGATTCAT 
TTGATTATGAXAJ^JITTCAA-TTATCAATATGACACAXTTACCTTCCACGGACTTTCTATCCC 
AXAJICTTGATGCCATGCTTCAJIGAGAGAJL\GAAGGAAGAXAGAACA,TTTGCAGCCTTCCTG 
TTGCACGGATTTGGCGCCAGTGCTGATGTTTCGTTTGATGTCTGCACACCTGATGGTCATT 
GTGCCTTTGCTGGAACCTTCGCGGTACTTGGTGGGGAXCTTGAGA.TGCCCTGGTCCTTTGA 
AJ^GATTGTTCCGTTAXGATATCACAA^iGGTTCTCAAGCAGATGAATCTTCACTATGATTCT 
GAGTTCCACTTTGAXTTGAJiGATTGTTGGCACAGATGGAJ^XAXAACTGCCATCGGATCGTA 
TCAAGAGCCCTACCATTGAJICACCATGGAGGAG 
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Intron g/h 

GTATGTTTTGAGATCCACATAATCTTCTACCCTGTCTCATTTCTAATGCTCTTCAATACAC 
A\TTTATATA.GCCTTTGAGCTTCAGATGTATTACGGACAGGCATTACAGTA.TACATGTAAT 
ATGGTTTTCTGCTATTTGCAAAAA.TTGTGTCCTATCTCTGTTCAGA.TCATCATGGCGGTGA 
CACCTAG 



Domane h 

GTCACGA.TCACAGTGAACGTCACGATGGATTTTTCAGGAAGGAAGTCGGTTCCCTGTCCCT 

GGATGAAGCCAATGACCTTAAAAA.TGCACTGTACAAGCTGCAGAA.TGATCAGGGTCCC^^^^ 

GGATATGAATCAATAGCCGGTTACCATGGCTA.TCCATTCCTCTGCCCTGAACA.TGGTGA21G 

ACCAGTACGCATGCTGTGTCCACGGAATGCCTGTATTTCCAXATTGGCACAGA.CTTCATAC 

AATCCAGTTTGAGAGAGCTCTCAAAGAACATGGTTCTCATTTGGGTCTGCCA.TACTGGGAC 
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Figur 11 



-^±)geleiT:ete Primars" ruktur von KLr.2 



DoiTiane b 

GL?YWDWTMPMSHL?ZIJlTSETYLD?VTGZTKN2\'?rH:iAQVAFENGVTSRl^^ 
HSWDRLwAIWQALQIRRGKSYKAHCASSOERZPLK^ 

r^'GVLrlYRYDDLOrGGMTMSZLZEYIHKQTQHDRTrAGFFLSYIGTSASVDIF 

YKVG S FWLGG SKZI^WG FDRMYKYE I TZALKTU<iVAVDDGFS I TVZ ITDVDG S ?? S AEL I 

PPPAIIFERGHA 



DoiTiane c 

DAKDFGHSRKIRKAVDSLTVEZOTSLRR^J^J)LODDKTSGGFQQIAJ^.FH 
KKFACCVliGMAVF?HWHRLLr\^QGENALRKH 

ISSQEZDN?WKHGr:iDSVGHDTTRDVT.DDLYQSPGFGr:YTDIAQQVLIJ^.FZOD£FCDFZV0 
FZ I-^-HNFI HAL I GGNE P Y SMS S LR YTT YDP I TTLr^'zL EST DRLWA-I WQALQK YRGK? YNT Alx' 
CAIASHRKPLQPFGLDSVINPDDZTREHSVPFRVFDYKNlS'FDYZYESIJ^^^^^^ 
LQRPvKSHDRVFAGFLLHZ I GQSA^KHNVS DCDKYAGZ FYI LGDEA.ZMPWR YDRVYKYE I TQQ 
LHDLDLHVGDNFFLKYEAFDLN GG S LGG S I FS QP S VI FE PAAGHF 



jjomc.ne c 

GSHQADEYRZAVTSASHIRKNIRDLSEGZIZSIRSAFLQIQKEGIYENZA-KFHGKPGLCZH 
DGHPVACCVHGMPTFPHiK^^RLYVLQV—NALLZRGSAV^^^^^^ 



DoiTtane c 

l^VvTPHWHRLFVKQIy2DAJJtJC-:G.^^^^ I ? Y wDWTSAFSHLPALVTDHENNPr HHGHI GHLN 

'rDTSRSPRDMLFNDPEQGSESFFYRQVLLTLECTDFCQFEVQFELTHNAIHSWTGGHTPYG 

KSSLZYTAYDPLFYLHHSNTDRIWAIWQALQKYRGLPYNAJ^JdCDIQVL^^ 

NPVTRAJt^SRAVDSFDYEKFNYQYDTLTFHGLSIPELDAI^OERKKEERTFAAFLLH 

ADVSFDVCTPDGrXAF'AGTFAVLGGZLZMPWSFZP.LFRYDITKvT.KQv^^ 

IVGTDGTELPSDRIKSPTIErIHGG 



Doinane h 

GHDHSZRHDGFFRKEVGSLSLDZAlNiDLKNAlYKLONDQGPNGY 
DQYACCVnGM?VFPHWHRLHTIQFZ?.ALKZHGS?:LGLPYWDW 
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(54) Title: HEMOCYANIN AND NUCLEIC ACID SEQUENCE CODING FOR THE SAME 

^= (54) Bezeichnung: HAMOCYANIN UND DAFUR KODIERENDE NUKLEINSAURESEQUENZ 

* (57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid molecule comprising a nucleic acid sequence coding for a hemocyanin, a 
=s hemocyanin domain or a fragment having the immunological properties of at least one hemocyanin domain. The invention also 
= relates to constructs containing the nucleic acid molecule and possibly a promoter suitable for controlling expression. According to 
a preferred embodiment the construct also contains a nucleic acid sequence coding for an antigen. The invention also relates to host 
^= cells containing the above nucleic acid molecules and/or constructs, to the recombinant expression of the nucleic acid molecules 
and/or constructs in the host cells, as well as to hemocyanin, a hemocyanin domain, a fragment having the immunological proper- 
^'cs of at least one hemocyanin domain and ^hemocyanin fusion proteins which are coded for by the nucleic acid molecules and/or 
^= constructs. The invention also relates to pharmaceutical preparations containing the nucleic acid molecules and/or hemocyanin, a 
= hemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion protein, and to liposomes containing the nucleic acid molecules and/or hemo- 
cyanin, a hemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion protein. Finally the invention relates to antibodies which can be obtained 
by immunization of an experimental animal with the hemocyanin, a hemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion protein, as 
well to their use in screening methods for identifying tumors. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Nukleinsauremoiekul, umfassend eine fiir ein Hamocyanin, eine 
fT) Hamocyanin-Domanc oder ein Fragment mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin kodie- 

rende Nukleinsauresequenz. Weiterhin betrifft die Erfindung Konstrukte, die das Nukleinsauremoiekul und gegcbencnfalls einen zur 

ExpressionskontroUc geeigneien Promoter enihalten. In einer bcvorzugten Ausfuhrungsform enthiilt das Konstrukt femer eine fur ein 
r<l Antigen kodierende Nukieinsiiuresequenz. Die Erfmdung betrifft ausserdem Wirtszellen, die diese Nukieinsauremolekule und/oder 
^ Konstrukte enthaiten. Die Erfindung betrifft femer die rekombinante Expression der Nukieinsauremolekule und/oder Konstrukte in 

den Wirtszellen. Weiterhin betrifft die Erfindung Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment mit den immunologischen 
1^ Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin und Hamocyanin-Fusionsproteine, die von den Nukleinsauremolekulen 

und/oder Konstrukten kodiert werden. Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische Zusammensetzungen, die die Nukleinsiiu- 
S rcmolekule und/oder Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment davon oder ein Fusionsprotein, enthalten. Weiterhin 

betrifft die Erfindung Liposomen, die die Nukieinsauremolekule und/oder Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment 
Q davon oder ein Fusionsprotein, enthalten. Femer betrifft die Erfindung Antikorper, die durch Immunisieren eines Versuchstieres 

mit dem Hamocyanin, einer Hamocyanin-Domane, einem Fragment davon oder einem Fusionsprotein. erhaldich sind, und dcren 

Venvendung in Screening- Verfahren zum Identifizieren von Tumoren. 
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1. Claim nos.: 1-44 (partially) 

Nucleic acid molecule comprising a nucleic acid sequence which codes for a hemocyanin domain 
or a functional fragment thereof with the immunological characteristics of at least one domain of a 
hemocyanin. comprising a sequence that is selected from SEQ ID Nos, 1-8 of the sequence list, 
and hemocyanin polypeptide, comprising an amino acid sequence that is selected from SEQ ID 
nos. 25-32 of the sequence list. Pharmaceutical compounds containing the hemocyanin domain 
above and their uses in therapeutic treatments for rumour-related diseases, infections, cocaine 
abuse. 

2. Claim nos.: 1 -44 (panially) 

As for invention 1. related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 9-15: aa SEQ 
ID Nos. 33-39. 

The inventions listed below are with the relative nucleic acid (DNA) and amino acid sequences 
(aa). 

3. Claim nos.: 1-44 (partially) 

As for invention 1. related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 16-19: aa SEQ 
ID Nos. 40-43. 

4. Claim nos.: 1-44 (panially) 

As for invention L related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 20-24. aa SEQ 
ID Nos. 44-48. 

5. Claim nos.: 1-44 (partially) 

As for invention I. related to sequences such as the following: DNA SEQ ID No. 49: aa SEQ ID 
No. 63. 

6. Claim nos.: 1 -44 (partially) 

As for invention 1 . related to sequences such as the following: DNA SEQ ID No. 50 aa SEQ ID 

No. 65. 

Claim nos,: 1-44 (panially) 

As for invention 1. related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 51-53 aa SEQ 
ID No. 66-68. 
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8. Claim nos.: 1-44 (partiail\ ) 

.As for invention L related to sequences such as the following; aa SEQ ID No. 69. 

9. Claim nos.; I -44 (partially) 

As for invention L related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 54-56; aa SEQ 
ID Nos. 70-72. 

10. Claim nos.; I -44 (partially) 

As for invention 1. related to sequences such as the following: aa SEQ ID No. 73. 

1 1. Claim nos.; 1 -44 (panially) 

As for invention 1. related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 57-62; aa SEQ 
ID Nos. 74-79. 

12. Claim nos.: 1-44 (panially) 

As for invention L related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 80-87 

13. Claim nos.: 1-44 (partially) 

As for invention L related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 88-95 

14. Claim nos.: 1-44 (partially) 

As for invention 1. related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos, 96-101 

15. Claim nos.: 1 -44 (partially) 

As for invention I. related to sequences such as the following: DNA SEQ ID Nos. 102-108 
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B. RECHERCHIERTE GEBIETE 
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Kategorie" Bezeichnung der Verottentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



x,P 



EP G 521 039 A (AKZO NOBEL NV) 
26. Oktober 1994 (1994-1G-26) 
das ganze Dokument 

EP 0 252 829 A (PASTEUR INSTITUT ; PASTEUR 
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das ganze Dokument 
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das ganze Dokument 
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Siehe Anhang Patenttamilte 



" Besondere Kategorien von angogebenen Vyroifentlichurigen 

"A" Veroffenttichung, die den allgemeinon Stand def Techmk defimert. 
aber ntcht als besonders bedeuisam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jodoch erst am Oder nacn dem internationaien 
Anmeldedatum \/erdffent!icht wordcn tsl 

"L" Voroftentlichung, die geeignet ist. einen P; lontatsanspruch zweifelhaft er- 
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anoeren im Recherchenbericht genannten Verdrfcntlichung beleqt werden 
soil Oder die aus cinem anderen besonderen Gfund angegeben isl (wie 
ausgeluhn) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf erne mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, elne Ausstelluno odor andere WaBnahrnen oeiiieht 
"P " Veroffenilichung. die vordem internationaten Anmeldedatum, aber nach 



"T" Spatere Vordffentlrcnung, die nach dem internationaien Anmeldedatum 
Oder dem Priofr.atsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koHidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erimdung zugrundeliegenden Prtnzips oder der ihi zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" VerdffentlicJiung von besondorer Bedeutung; die beanspruchle Erfindung 
kann ailein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verbflentiichung von besonderer Bedeutung, die beanspruchle Erfindung 
kann nicht als au( erlinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Verottentlichung rnit einer oder mehreren anderen 
Verdffontlichungen dieser Kategorie in Verbmdung gebracht v\/ird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"Sl" Verotienllichung, die Miigticd derselben Patentfamilie ist 
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■ G^fr. AosprucM Nr. 
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wo 94 11G19 A (ZONAGEN INC) 
26. Mai 1994 (1994-05-26) 
das ganze Dokument 

US 5 831 033 A (BAO LERE ET AL) 

3. November 1998 (1998-11-03) 

Spalte 7, Zeile 56 -Spalte 17, Zeile 47 

SWERDLOW RICHARD D ET AL: "Keyhole limpet 
hemocyanin: Structural and functional 
characterization of two different subunits 
and multimers. " 

COMPARATIVE BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY B, 
Bd. 113. Nr. 3, 1996, Seiten 537-548, 
XP00090G921 

ISSN: 0305-0491 
das ganze Dokument 

HAMILTON J V ET AL: "Periodate-sensi ti ve 
irrmunologi cal cross-reacti vi ty between 
keyhole limpet haemocyanin (KLH) and 
serodi agnostic Schistosoma mansoni egg 
antigens. " 
PARASITOLOGY, 

Bd. 118, Nr. 1, Januar 1999 (1999-01), 
Seiten 83-89, XP000912289 

ISSN: 0031-1820 
das ganze Dokument 

MILLER KAREN I ET AL: "Sequence of the 
Octopus dofleini hemocyanin subunit: 
Structural and evolutionary implications." 
JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 
Bd. 278, Nr. 4, 15. Mai 1998 (1998-05-15), 
Seiten 827-842, XPGG2164204 

ISSN: 0022-2836 
das ganze Dokument 

STOEVA STANKA ET AL: "Primary structure 

and unusual carbohydrate moiety of 
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Bd. 1435, Nr. 1-2, 
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das ganze Dokument 
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1 GEBAUER WOLFGANG ET AL: "Keyhole limpet 


1 -44 


hemocyanin type 2 (KLH2): Detection and 




inmunolocalization of a labile functional 
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das ganze Dokument 




1 insbesondere Tabelle 1. 
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LIEB BERNHARD ET AL: "Subunit 
organization of the abalone Haliotis 
tuberculata hemocyanin type 2 (HtH2), and 
the cDNA sequence encoding its functional 
uni ts d, e, f , g and h. " 
EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
Bd. 265, Nr. 1, Oktober 1999 (1999-10), 
Seiten 134-144, XP000952187 

ISSN: 0014-2956 
das ganze Dokument 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


I. nationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/0241G 


)" 


Feld 1 Bemerkungen zu den Anspriichsn. die sich ais nicnt recherchierbar ervviesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 


GemaB Artikei 1 7(2)a) vvurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recnerchenbericht erstefit: 

1 . } j Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande bezienen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpfiichtet ist. namlich 

2. I 1 Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teiie der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolie internationaie Recherche ntchi durchgeiOhn warden kann, namlich 

3. [ 1 Anspruche Nr. 

weii es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicnt entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefafSt srnd. 




Feld il Bemerkungen bei mangeinder Einheittichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 


Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt. da3 diese internationaie Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

1 . 1 1 Da der Anmelder aile erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig enthchtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' internationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 { 1 Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' zusatzliche RecherchengeDuhr gerecntfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 

3. 1 1 Da der Anmelder nur eimge der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' internationaie Recherchenbencht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 

4. Y Cier Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig enthchtet, Der internationaie Recher- 

chenbericht beschrankt sfch daher auf die in den Ansprijchen zuerst erwahnto Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er- 
fafBt: 

1-44 teilweise 

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

; Die Zahlung zusaiziicher Recherchengebuhren erfoigte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT7ISA/210 (Fortsetzung von Blaft 1 n)l(Juli 1998) 



Internationales AktenzeichenPCT/EP 00 /02410 
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1. AnsprLiche: 1-44 (teilweise) 

Nukl einsaure-Mol ekul , umfassend eine fur ein 
Hamocyanin-Domane oder ein funkti one! 1 es Fragment davon mit 
den imnunol ogi schen Eigenschaften von wenigstens einer 
Domane eines Homocyanins kodierende Nukl einsauresequenz 
umfassend eine Sequenz die aus Seq.Id.No.1-8 des 
Sequenzverzei chni sses ausgewahlt ist» und 
Hamocyanin-polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz, die 
aus Seq. Id. No. 25-32 des Sequenzverzei chni sses ausgewahlt 
ist. Pharmazeuti sche Zusamensetzungen die den obi gen 
Hamocyanindomane enthalten, sowie deren Verwendungen in 
therapeuti sche Behaundl ungen gegen geschwul stverwandten 
Krankheiten, Infektionen, Kokain-Mi ssbrauch. 



2. Anspruche: 1-44 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen wie Folgendes: 
DNA Seq.Id.Nos. 9-15; aa Seq. Id. Nos .33-39. 

Die folgend gelistete Erfindungen sind mit den bezLiglichen 
Nukleinsaure- (DNA) und Aminosauresequenzen (aa) . 



3. Anspruche: 1-44 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen wie Folgendes: 
DNA Seq. Id. Nos. 16-19; aa. Seqid. Nos .40-43. 



4. Anspruche: 1-44 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen wie Folgendes: 
DNA Seq. Id. Nos. 20-24; aa Seq. Id. Nos. 44-48. 



5. Anspruche: 1-44 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen wie 
FolgendesiDNA Seq. Id. No. 49; aa Seq. Id. No. 63. 



5. Anspruche: 1-44 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen wie Folgendes: 
DNA Seq. Id. No. 50; aa Seq. Id. No. 65. 



7. Anspruche: 1-44 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen wie Folgendes: 
DNA Seq. Id. Nos. 51-53; aa Seq. Id. Nos . 66-68. 
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3. 


Anspriiche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen 
aa Seq.Id.No. 69. 


wie 


Folgendes: 


9. 


Anspruche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen 
DNA Seq. Id. Nos. 54-56; aa Seq. Id. Nos. 70-72. 


wi e 


Folgendes: 


10. 


Anspruche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1» bezogen auf Sequenzen 
aa Seq.Id.No. 73. 


wie 


Pol gendes : 


11. 


Anspruche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1» bezogen auf Sequenzen 
DNA Seq. Id. Nos. 57-62; aa Seq. id. Nos. 74-79. 


wie 


Folgendes: 


12. 


Anspruche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen 
DNA Seq. Id. Nos. 80-87. 


wie 


Folgendes: 


13. 


Anspruche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen 
DNA Seq. Id. Nos. 88-95. 


wie 


Folgendes: 


14. 


Anspruche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen 
DNA Seq. Id. Nos. 96-101. 


wie 


Folgendes: 


15. 


Anspruche: 1-44 (teilweise) 








Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Sequenzen 
DNA Seq. Id. Nos. 102-108. 


wie 


Folgendes: 
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